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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
A   absorbanca 
A420   absorbanca pri 420 nm 
A520   absorbanca pri 520 nm 
A620   absorbanca pri 620 nm 
AFLP polimorfizem dolžine pomnoženih restrikcijskih fragmentov (ang. 
Amplified Fragment Length Polymorphism) 
agar AE  agar z ocetno kislino in etanolom (ang. Acetic Acid Ethanol Agar) 
agar GYC agar s kvasnim ekstraktom, glukozo in karbonatom (ang. Glucose 
Yeast Extract Carbonate Agar) 
agar MRS  agar po DeMan, Rogosa in Sharpe 
agar OGYE  agar oksitetraciklin glukoza kvasni ekstrakt (ang. Oxytetracycline 
Glucose Yeast Extract Agar) 
agar RAE obogaten agar z ocetno kislino in etanolom (ang. Reinforced Acetic 
Acid and Ethanol Agar) 
agar YPD agar s kvasnim ekstraktom, peptonom in dekstrozo (ang. Yeast 
Extract Peptone Dextrose Agar) 
agar YPM agar s kvasnim ekstraktom, peptonom in manitolom (ang. Yeast 
Extract Peptone Mannitol Medium) 
ATP    adenozin trifosfat (ang. Adenosine Triphosphate) 
ATPaza  adenozintrifosfataza (ang. Adenosine Triphosphatase)  
bp   bazni pari (ang. Base Pairs) 
CFU   kolonijska enota (ang. Colony Forming Unit) 
CO2   ogljikov dioksid (ang. Carbon Dioxide) 
DGGE denaturacijska gradientna gelska elektroroforeza (ang. Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis) 
DMDC  dimetil dikarbonat (ang. Dimethyl Dicarbonate) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. Deoxyribonucleic Acid) 
dNTPs   deoksinukleotid trifosfati (ang. Deoxyribonucleotide Triphosphates) 
EBI   evropski nukleotidni arhiv (ang. European Nucleotide Archive) 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina (ang. Ethylenediaminetetraacetic 
Acid) 
ERIC enterobakterijska ponavljajoča se medgenska ohranjena zaporedja 
(ang. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) 
FISH fluorescenčna in situ hibridizacija (ang. Fluorescence In Situ 
Hybridization) 
H2S   vodikov sulfid (ang. Hydrogen Sulfide) 
H2SO4   žveplova kislina (ang. Sulphuric Acid) 
I   intenziteta 
ITS   notranja prepisana regija (ang. Internal Transcribed Spacer) 
JMKF   jabolčno-mlečno-kislinska fermentacija 
KCl   kalijev klorid (ang. Potassium Chloride) 
Mg 2+   magnezijevi ioni 
MgCl2   magnezijev klorid (ang. Magnesium Chloride) 
MKB   mlečnokislinske bakterije 
Mn 2+   manganovi ioni 
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MO   mikroorganizem (ang. Microorganism) 
Na2EDTAxH2O          EDTA dinatrijeva sol-dihidrat (ang. Ethylenediaminetetraacetic Acid        
Disodium Salt-Dihydrate) 
Na2HPO4x2H2O natrijev hidrogenfosfat-dihidrat (ang. Sodium Phosphate Dibasic 
Dihydrate) 
NAD+/NADH nikotinamid adenin dinukleotid (ang. Nicotinamide Adenine 
Dinucleotide) 
NCBI nacionalni center za biotehnološke informacije (ang. National Center 
for Biotechnology Information) 
NTU nefelometrična turbidimetrična enota (ang. Nephelometric Turbidity 
Unit) 
OKB   ocetnokislinske bakterije 
PCA   metoda glavnih komponent (ang. Principal Component Analysis) 
PCR   verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction) 
Pufer TAE  pufer Tris-acetat-EDTA (ang. Tris-Acetate-EDTA Buffer)  
Pufer TE  pufer Tris-EDTA (ang. Tris-EDTA Buffer) 
R   redčitev 
R2   koeficient korelacije 
RAPD tehnika naključno pomnožene polimorfne DNA (ang. Random 
Amplified Polymorphic DNA) 
REP  dolga ponavljajoča izvengenska palindromska zaporedja (ang. 
Repetitive Extragenic Palindrom)  
RFLP polimorfizem dolžine restrikcijskih fragmentov (ang. Restriction 
Fragment Length Polymorphism) 
RLU   relativna luminiscenčna enota (ang. Relative Luminiscence Unit) 
RNAza  ribonukleaza (ang. Ribonuclease) 
rRNA   ribonukleinska kislina, ribosomska RNA (ang. Ribonucleic Acid) 
RT-PCR  verižna reakcija s polimerazo v realnem času (ang. Real-Time PCR) 
SO2   žveplov dioksid (ang. Sulfur Dioxide) 
Taq polimeraza  termostabilna polimeraza (ang. Taq Polymerasase) 
TTGE temperaturna gradientna gelska elektroforeza (ang. Temporal 
Temperature Gradient Gel Electrophoresis) 
VBNC   žive, nekultivabilne celice (ang. Viable But Non Culturable) 
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Pridelava vina je kompleksen biokemijski proces, ki vključuje interakcije med kvasovkami, 
mlečnokislinskimi bakterijami in ocetnokislinskimi bakterijami, ki se začnejo že v 
vinogradu in nadaljujejo med postopki fermentacije vse do stekleničenja vina (Fleet, 2003).  
 
Mikrobiološka nestabilnost se lahko pojavi pri različnih fazah pridelave vina kot tudi pri 
skladiščenju vina (Tristezza in sod., 2010). Med najpogostejše kvasovke kvarljivke sodijo 
vrste Dekkera bruxellensis, Zygosaccharomyces bailii in Saccharomyces cerevisiae (Du Toit 
in Pretorius, 2000). Fermentirajoče vrste kvasovk, kot sta vrsti S. cerevisiae in Z. bailli, 
povzročajo ponovno fermentacijo sladkih vin, kar vodi do povišanih količin prisotnega CO2, 
do pojava meglice in motnosti vina (Kuanyshev in sod., 2017). Kvasovka vrste Dekkera 
bruxellensis je sposobna rasti med staranjem vina in s tem vpliva na mikrobiološko 
nestabilnost vina tako v sodih kot tudi v steklenicah. Povzroča meglico in motnost vina ter 
bolezen vina, ki se imenuje miševina, in sicer s tvorbo hlapnih fenolov (Smith in Divol, 
2016).  
 
Kljub pozitivnim učinkom mlečnokislinskih bakterij med jabolčno-mlečnokislinsko 
fermentacijo lahko ti mikroorganizmi povzročajo številne bolezni vina. Vrste 
mlečnokislinskih bakterij Oenococcus oeni in rodova Lactobacillus ter Pediococcus 
povzročajo v vinu grenkobo, vlečljivost, miševino, razgradnjo vinske kisline in previsoko 
koncentracijo mlečne kisline (Malfeito-Ferreira, 2014; Walker, 2014).   
 
Poleg nekaterih vrst kvasovk in mlečnokislinskih bakterij povzročajo mikrobiološko 
nestabilnost vina tudi ocetnokislinske bakterije. Te aerobne bakterije rodov Gluconobacter, 
Gluconacetobacter in Acetobacter so v vseh fazah pridelave vina nezaželene, saj zaradi 
oksidativnega metabolizma pretvarjajo sladkorje in etanol v ocetno kislino in etil acetat, kar 
povzroči povišano koncentracijo hlapnih kislin in daje vinu neželeno aromo (Bartowsky in 
sod., 2003).  
 
Vino je po zaključeni alkoholni in jabolčno-mlečnokislinski fermentaciji motno in 
nestabilno, zato sta za ohranitev kakovosti vina potrebna postopka bistrenja in stabilizacije 
vina. Namen bistrenja je odstraniti delce, ki so odgovorni za tvorbo meglice in pojav 
usedline. Najpomembnejši učinek bistrenja vina je vpliv na mikrobiološko stabilnost vina, 
saj s postopki zmanjšamo prisotnost mikroorganizmov v vinu (Gautier, 2015; Maury in sod., 
2016). Mikrobiološka stabilizacija je odvisna od fizikalno-kemijskih lastnosti vina, kot so 
vrednost pH, vsebnost etanola in reducirajočih sladkorjev, ki vplivajo na rast in razvoj 
mikroorganizmov. Mikrobiološko stabilizacijo dosežemo s sterilno filtracijo in z ustrezno 
uporabo dodatka SO2 (Du Toit in Pretorius, 2000). 
 
Za preprečevanje mikrobiološke nestabilnosti je potrebna konstantna kontrola stabilnosti 
vina tako med celotnim procesom pridelave vina kot tudi po stekleničenju. Z različnimi 
kemijskimi in fizikalnimi postopki lahko izvajamo in nadzorujemo stabilnost vina. Med 
kemijskimi postopki je najbolj razširjena uporaba SO2, ki deluje protimikrobno in se 
uporablja za preprečevanje mikrobiološkega kvarjenja vina. Dodatek SO2 v vinu deluje tudi 
kot antioksidant in na začetku fermentacije omejuje rast avtohtonih mikroorganizmov, po 
zaključeni fermentaciji pa vpliva na rast kvarljivcev (Andorrà in sod., 2008). Zaradi 
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
2 
neželenih učinkov SO2 pri ljudeh, vključno s preobčutljivostjo na sulfite in sulfate, se vinarji 
poslužujejo čim manjših dodanih količin SO2 (Bartowsky in sod., 2003). 
 
Najbolj razširjena tehnika stabilizacije vina in s tem preprečevanje mikrobiološke 
nestabilnosti je sterilna filtracija z uporabo membrane s premerom por 0,45 μm (Arriagada-
Carrazana in sod., 2005). 
 
Za identifikacijo mikroorganizmov v vseh fazah pridelave vina lahko uporabimo široko 
paleto različnih metod. Te metode so klasične oz. fenotipske, ki temeljijo na analizi DNA, 
kot je verižna reakcija s polimerazo, ki ji sledi restrikcija pomnožka PCR in gelska 
elektroforeza restrikcijskih fragmentov, in PCR-RFLP.  
 
Za lažjo obdelavo podatkov, kjer imamo veliko količino spremenljivk lahko uporabimo 
statistične metode, med katere sodi metoda glavnih komponent, ki je matematični postopek, 
s katerim zmanjšamo število spremenljivk in vzpostavimo nove faktorje, imenovane glavne 
komponente. S tem zmanjšamo razsežnost podatkov, pri tem pa poizkušamo izgubiti čim 
manj informacij (Ferreira in Tobyn, 2015). 
 
1.1 NAMEN NALOGE 
 
 Ugotoviti in preveriti mikrobiološko stabilnost vina na tržišču in vzorcev vin, ki so 
dani na ocenjevanje na pooblaščeno organizacijo, 
 določiti mikrobiološko nestabilne vzorce z različnimi mikrobiološkimi analizami 
vina, 
 poiskati korelacije med fizikalno-kemijskimi parametri in mikrobiološko 
nestabilnostjo vina, obremenjenega s prevladujočimi kvarljivci. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Predvidevamo, da prisotni mikroorganizmi povzročajo motnost in/ali usedlino v 
vinu, 
 pričakujemo korelacije med fizikalno-kemijskimi parametri in nestabilnostjo vina, ki 
je manjša pri nižjem pH, večji vsebnosti kislin, višji alkoholni stopnji, manjši 
koncentraciji reducirajočih sladkorjev in večji koncentraciji prostega SO2, 
 pričakujemo, da bo v rdečih vinih večja pogostnost mikrobiološke nestabilnosti v 
primerjavi z belimi vini. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 MIKROBNA POPULACIJA VINA 
 
Vino je mikrobiološko nestabilno, če vsebuje mikroorganizme, ki zaradi svoje rasti in 
presnove pretvorijo nekatere sestavine vina v povsem druge snovi. S tem zmanjšajo kakovost 
vina in povzročajo motnost. Mikrobiološka nestabilnost vpliva na pojav motnosti, usedline 
in penjenja, zato želimo, da so vina mikrobiološko čim bolj stabilna. Stabilizacijo lahko 
dosežemo s filtracijo pred stekleničenjem in s spremljanjem fizikalno-kemijskih parametrov 
vina, ki odločilno vplivajo na razvoj mikrobiološke nestabilnosti ter z uporabo 
protimikrobnih sredstev (Košmerl in Kač, 2009). 
 
Poleg mikrobiološke motnosti poznamo tudi beljakovinsko, kovinsko in fenolno motnost ter 
kristalizacijo, zato moramo vino pred stekleničenjem ustrezno stabilizirati. Poznamo 
stabilizacijo na tartrate in druge soli, stabilizacijo na toplotno občutljive beljakovine, 
stabilizacijo na tanine, stabilizacijo na kovine in že omenjeno mikrobiološko stabilizacijo 
(Bavčar, 2013). 
 
Vino je pridelek kompleksnih biokemijskih in mikrobnih interakcij med raznovrstnimi 
vrstami kvasovk, mlečnokislinskih bakterij in ocetnokislinskih bakterij (Fleet, 1993). 
Osnovna dejavnost mikroorganizmov v grozdnem soku in moštu je tvorba končnega 
proizvoda – vina, čeprav lahko mikroorganizmi delujejo tudi kot kvarljivci med pridelavo 
vina (Fleet, 1998). Na grozdju, v moštu in kasneje v vinu lahko raste le nekaj rodov 
mikroorganizmov, ki imajo pomembno vlogo. Če rast mikroorganizmov ni nadzorovana, le-
ti povzročajo kvarjenje in s tem zmanjšanje kakovosti vina (Rankine, 1995). 
 
2.1.1 Pridelava vina 
 
Pri pridelavi vina sodelujejo številne vrste mikroorganizmov, ki jih lahko opišemo kot 
endogene (iz grozdja ali vinograda) in eksogene (izbrana starterska kultura). Kvasovke in 
bakterije lahko imajo koristne ali škodljive prispevke h kakovosti vina. Tradicionalna ali 
spontana fermentacija vina izkorišča divjo mikrobioto, ki jo najdemo na površini grozdnih 
jagod, v sodelovanju s kvasovkami iz vinogradov (Walker, 2014). 
 
Glavni rodovi mikroorganizmov, ki jih najdemo na grozdju (Walker, 2014):  
Kvasovke: večinoma rodovi Hanseniaspora, v manjših koncentracijah tudi rodovi 
Starmerella, Metschnikowia, Cryptococcus, Pichia in Kluyveromyces, v zelo nizkih 
koncentracijah tudi vrsta Saccharomyces cerevisiae 
Mlečnokislinske bakterije: rodovi Lactobacillus, Pediococcus, Oenococcus 
Ocetnokislinske bakterije: rodovi Gluconobacter, Gluconacetobacter, Acetobacter 
Plesni: rodovi Botrytis, Penicillium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Alternaria, Uncinula, 
Cladosporium 
 
Fermentacija grozdnega mošta je proces, ki vključuje alkoholno fermentacijo (AF) in 
jabolčno-mlečnokislinsko fermentacijo (JMKF). Ti procesi vključujejo različne rodove in 
vrste kvasovk ter bakterij, ki proizvajajo več metabolitov, ki prispevajo h končni sestavi in 
kakovosti vina. Sprememba mošta v vino je mikrobiološki proces, ki je lahko spontan ali 
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voden. Mikroorganizmi, ki sodelujejo pri spontanih fermentacijah, izvirajo iz različnih niš v 
okolici vinograda in vinske kleti (Fleet in sod., 2002). 
 
Združbe kvasovk, ki so povezave z grozdnim moštom, lahko razdelimo v tri glavne 
kategorije, in sicer prva kategorija so oksidativne kvasovke brez fermentacijske sposobnosti, 
kamor uvrščamo vrste Aerobasidium pullulans, Cryptococcus spp. in Rhodotorula spp., 
drugo kategorijo predstavljajo šibke fermentativne kvasovke, med katere uvrščamo vrste 
Candida spp. in Pichia spp., v tretjo kategorijo pa sodijo močno fermentativne kvasovke, in 
sicer kvasovke vrst Torulaspora delbrueckii, Lanchancea thermotolerans in Saccharomyces 
spp. V grozdnem moštu je kvasovka vrste S. cerevisiae, ki je glavna vinska kvasovka, 
običajno prisotna pod mejo detekcije. Proces AF vključuje več faz, kjer se aktivnost, sestava 
in interakcija mikrobne populacije postopoma razvijajo. V začetnih fazah spontane 
alkoholne fermentacije prevladujejo ne-Saccharomyces kvasovke v številu 107 CFU/mL 
(Jolly in sod., 2014; Grangeteau in sod., 2017), med katere sodijo rodovi 
Zygosaccharomyces, Kloeckera, Candida in v manjšem obsegu Hansenula, Pichia in 
Dekkera/Brettanomyces (Fugelsang in Edwards, 2007), medtem ko je kvasovka vrste S. 
cerevisiae še vedno zastopana v majhnem številu, približno 50 CFU/mL (Fleet in sod., 
2002).  
 
Po začetnih fazah AF sledi eksponentna faza rasti kvasovk, kjer se populacija kvasovk rodov 
ne-Saccharomyces zmanjša zaradi občutljivosti na večje koncentracije etanola (5‒6 vol. %), 
organskih kislin, nizke vrednosti pH, majhne koncentracije kisika, pomanjkanja določenih 
hranil in prisotnosti protimikrobnih peptidov, medtem ko se populacija kvasovk vrste S. 
cerevisiae poveča na 107‒108 CFU/mL (Fleet, 2007). Hkrati je začetna populacija 
mlečnokislinskih bakterij še premajhna in neaktivna, vendar se po končani AF, ko se 
zmanjša koncentracija kvasovk vrste S. cerevisiae, začne povečevati koncentracija 
mlečnokislinskih bakterij, predvsem vrst Oenococcus oeni (Walker, 2014). 
 
JMKF pod vplivom mlečnokislinskih bakterij prispeva k zmanjšanju koncentracije skupnih 
kislin, izboljšanju senzoričnih lastnosti vina in mikrobiološke stabilnosti vina, saj se zmanjša 
vsebnost hranilnih snovi za ostale mikroorganizme (Marzano in sod., 2016). 
 
V fazi zorenja vina se lahko pojavi rast kvasovk kvarljivk, in sicer kvasovk vrst Dekkera 
bruxellensis in Zygosaccharomyces bailii, ki povzročata tvorbo neželenih vonjav in okusov 
(Barata in sod., 2008). S pomočjo metagenomskih študij so Bokulich in sod. (2012) 
identificirali rodove mikroorganizmov, kot so Chryseobacterium, Methylobacterium, 
Sphingomonas, Arcobacter, Naxibacter, Ralstonia, Frigoribacterium, Pseudomonas, 
Zymobacter in Acinetobacter, ki pa naj ne bi imeli pomembne vloge pri fermentaciji. 
 
Interakcije med kvasovkami in ostali mikroorganizmi 
 
Na kakovost vina vplivajo interakcije med prisotnimi mikroorganizmi, kar vključuje 
interakcije med različnimi vrstami kvasovk ter interakcije med kvasovkami in bakterijami. 
Medsebojne interakcije imajo lahko koristen ali škodljiv učinek na kakovost vina (Fleet, 
2003). Obstajajo različni mehanizmi, kako kvasovke vplivajo na rast drugih vrst kvasovk ali 
bakterij. Z zgodnjo rastjo kvasovk v grozdnem soku se količina razpoložljivih hranil 
zmanjša, kar je manj ugodno za rast preostalih mikroorganizmov. V procesu alkoholne 
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fermentacije in po njej skoraj vsa mikrobna populacija kvasovk odmre, pride do avtolize 
celičnih sten, kar ima za posledico sproščanje aminokislin in hranilnih snovi v vino, ter s 
tem povečanje možnosti za rast drugih mikroorganizmov (Fleet, 2007). 
 
V grozdnem soku je število bakterij približno 103‒104 CFU/mL. Na splošno rastejo bakterije 
med alkoholno fermentacijo počasi. Če pride do inhibicije rasti kvasovk, pa lahko prisotne 
vrste mlečnokislinskih bakterij in ocetnokislinskih bakterij povzročijo zaustavitev 
fermentacije. Rast MKB in OKB spodbujajo hranila, ki jih sproščajo avtolizirane kvasovke 
po koncu fermentacije, kar lahko kasneje vodi do mikrobiološke nestabilnosti (Fugelsang in 
Edwards, 2007). Prisotnost kvasovk rodu Saccharomyces lahko negativno vpliva na rast 
bakterij vrste Oenococcus oeni in JMKF, zaradi tvorbe inhibitornih kratkoverižnih 
maščobnih kislin, SO2, peptidov in proteinov (Markides, 1993). S tem ko kvasovke tvorijo 
SO2, zavirajo rast MKB, vključno z vrstama Lactobacillus hilgardi in Lactobacillus brevis, 
kar je v primeru nestabilnosti vina zaželeno, v primeru JMKF pa neželeno, saj lahko pride 
do njenega zaviranja (Patynowski in sod., 2002). 
 
2.1.1.1 Vloga kvasovk 
 
Kvasovke so odgovorne za alkoholno fermentacijo in raznolikost prisotnosti različnih vrst 
kvasovk prispeva h končni senzorični kakovosti vina (Romano in sod., 2003). Glavna vrsta 
kvasovk pri alkoholni fermentaciji je vrsta Saccharomyces cerevisiae, vendar je med samo 
fermentacijo lahko prisotnih tudi do 15 rodov ne-Saccharomyces kvasovk (Pretorius, 2000), 
ki vključuje rodove Dekkera/Brettanomyces, Kloeckera, Hanseniaspora, Candida in 
Metschnikowia. Med naštetimi pa so glavne ne-Saccharomyces kvasovke v moštu in med 
alkoholno fermentacijo predstavniki rodov Kloeckera in Candida (Fugelsang in Edwards, 
2007). 
 
Sladkorji so ena izmed glavnih sestavin grozdnega soka. Kvasovke tekom alkoholne 
fermentacije pretvarjajo glukozo in fruktozo v procesu glikolize do piruvata. Ta pot omogoči 
kvasnim celicam energijo za celično biosintezo. V anaerobnih razmerah se končni produkt 
glikolize – piruvat, v reakciji, katalizirani z encimom piruvat dekarboksilaza, pretvori v 
acetaldehid in CO2. Zadnji korak v alkoholni fermentaciji je kataliziran z encimom alkohol 
dehidrogenaza, kar vodi v zmanjšanje koencima NADH, in rezultat reakcije je redukcija 
acetaldehida v etanol (Walker, 2014). 
 
Glicerol je, poleg etanola in CO2, eden izmed najpomembnejših produktov fermentacije, ki 
jo vodijo vinske kvasovke. Je nehlapen alkohol, ki sodi v skupino alkoholov z več 
hidroksilnimi skupinami. Zaradi sladkega okusa jih pogovorno opišemo kot sladki alkoholi. 
Glicerol pripomore k občutku polnosti. V vinu je stabilen, lahko pa služi kot vir ogljika za 
MO, kot so OKB in nekatere MKB. Med alkoholno fermentacijo potekajo tudi druge 
metabolne poti, vključno s fosfoglukonatno potjo in ciklom citronske kisline ali t.i. 
Krebsovim ciklom. Metabolizem dušikovih spojin in žveplovih spojin vodi v nastanek na 
stotine hlapnih in nehlapnih metabolitov, ki vplivajo na aromo vina (Walker, 2014).  
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2.1.1.2 Vloga mlečnokislinskih bakterij 
 
Mlečnokislinske bakterije (MKB) se nahajajo tako na površini grozdja kot v moštu tekom 
fermentacije in vključujejo rodove Oenococcus, Pediococcus in Lactobacillus. Njihovo 
število upade med alkoholno fermentacijo zaradi občutljivosti na SO2, kislost vina in etanola, 
ter naraste po koncu fermentacije na približno 108 CFU/mL (Bartowski, 2014). JMKF je za 
alkoholno fermentacijo drugi najbolj znan mikrobiološki proces v vinu. Gre za pretvorbo L-
jabolčne kisline v L-mlečno kislino. Proces JMKF vodijo mlečnokislinske bakterije rodov 
Oenococcus, Pediococcus in Lactobacillus (König in Fröhlich, 2010). 
 
Glede na metabolizem glukoze in njene pretvorbe do laktata, lahko MKB opišemo kot 
heterofermentativne in homofermentativne organizme (Ribéreau-Gayon in sod., 2006). 
Bakterije vrste Oenococcus oeni in različne vrste rodu Lactobacillus so heterofermentativne, 
medtem ko so vrste rodu Pediococcus homofermentativne. Homofermentativne MKB 
pretvorijo glukozo v mlečno kislino po glikolitični oz. t.i. Embden-Meyerhof-Parnasovi poti, 
medtem ko heterofermentativne MKB, zaradi primanjkljaja encima fruktoza bifosfat 
aldolaza, pretvorijo glukozo po fosfoglukonatni poti do mlečne kisline, etanola, ocetne 
kisline in CO2 (Fugelsang in Edwards, 2007). 
 
Dejavniki, kot so vrednost pH vina, koncentracija etanola in SO2, vplivajo na rast MKB in 
učinkovitost pretvorbe jabolčne v mlečno kislino. Različne vrste MKB se različno odzivajo 
na te dejavnike. Celična populacija je ključnega pomena za začetek JMKF. Za začetek JMKF 
je potrebnih več kot 106 CFU/mL. Dejavniki lahko vplivajo na odziv MKB, in sicer tako da 
so MKB manj tolerantne na nizko vrednost pH in visoko koncentracijo SO2, če je visoka 
koncentracija etanola. Ekstremi dejavnikov pa lahko negativno vplivajo na rast MKB, npr. 
če je vrednost pH prenizka (< 3,2), če je prisotna prevelika koncentracija etanola (> 12‒13 
vol. %) in če je previsoka skupna koncentracija SO2 (> 50 mg/L). Temperatura je pomemben 
zunanji dejavnik, ki vpliva na rast bakterij v vinu in uspešno zaključitev JMKF. Optimalna 
temperatura za rast vinskih bakterij je približno 25 °C. Sposobnost za rast MKB se 
zmanjšuje, ko se povečuje koncentracija etanola v vinu. Zato je optimalna temperatura za 
rast MKB 18‒22 °C (Cappelo in sod., 2017). 
 
Postopek sterilizacije vina omogoča odsotnost MKB v steklenici. Po sterilni filtraciji belega 
vina se zmanjša tveganje za pojav MKB v steklenici. Pri rdečemu vinu poleg sterilne 
filtracije uporabimo za preprečevanje rasti MKB tudi toplotno obdelavo pred polnjenjem v 
steklenice, bodisi pri visoki temperaturi (75 °C) za zelo kratek čas (20 s) ali manjši 
temperaturi (40 °C) za daljši čas (1‒2 min) (du Toit in sod., 2011). 
 
V raziskavah so uspešno dokazali preprečevanje rasti MKB tudi z naravnimi proizvodi, kot 
so bakteriocini (nizin) in lizocim. Lizocim napade celično steno aktivnih celic MKB in se 
lahko uporablja za zaviranje rasti in zaustavitve začetka JMKR. Ne moremo pa ga uporabiti 
za zaviranje rasti kvasovk in ocetnokislinskih bakterij (Bartowski, 2014). 
 
2.2 MIKROBIOLOŠKA NESTABILNOST 
 
Vino je produkt fermentacije grozdnega soka, katero večino izvajajo kvasovke vrste 
Saccharomyces cerevisiae. Tehnološki proces vključuje široko paleto uporabljenih vrst 
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kvasovk, ki na različne načine prispevajo h končni kakovosti vina. Mnoge vrste so le občasni 
kontaminanti, ki naseljujejo opremo v tehnološkem procesu ali pa so v vinsko klet prišle 
skupaj z grozdjem, vendar nimajo odločilne vloge v samem procesu. Nasprotno pa so lahko 
druge vrste kvasovk in bakterij stalna skrb vinarjev zaradi njihovih možnih škodljivih 
učinkov in so znani kot kvarljivci vina. Glavni prispevek bakterij v pridelavi vina je v 
glavnem JMKF, ki jo vodijo mlečnokislinske bakterije vrste Oenococcus oeni ter različne 
vrste bakterij rodov Pediococcus in Lactobacillus. Nekateri sevi izmed omenjenih rodov 
bakterij pa se lahko izkažejo tudi kot bakterijski kvarljivci vina. Medtem ko lahko pri 
kvasovkah in MKB naštejemo tako pozitivne kot negativne vplive na vino, pa 
ocetnokislinske bakterije rodov Acetobacter, Gloconobacter in Gluconacetobacter 
označimo le kot kvarljivce vina, saj nimajo pozitivnega prispevka h končnemu produktu 
(Malfeito-Ferreira, 2014). Znani simptomi okužbe vina s kvasovkami in bakterijami so 
tvorjenje biofilma na površini "pokvarjenega" vina, meglica, usedlina, tvorba plina v 
stekleničenem vinu, neželeni vonji med celotno pridelavo vina itd. (Walker, 2014). 
 
Rast in metabolna aktivnost različnih mikroorganizmov lahko med pridelavo vina in v 
končnem pridelku pokvari senzorične lastnosti končnega pridelka. Vino postane 
mikrobiološko nestabilno. Do kvara lahko pride med fermentacijo, stekleničenjem (uporaba 
plutovinastega zamaška) in skladiščenjem vina (Walker, 2014). Preglednica 1 prikazuje 
najpogostejša mikrobiološka tveganja v različnih fazah pridelave vina, kjer se lahko pojavijo 
različni mikroorganizmi in s svojim delovanjem povzročajo mikrobiološko nestabilnost 
vina. 
 
Preglednica 1: Najpogostejša mikrobiološka tveganja v različnih fazah pridelave vina (Malfeito-Ferreira, 2014) 
Faza proizvodnje Tveganje Pogostnost 
Gnili grozdi med trgatvijo 
primaren vir kvasovk kvarljivk in 
OKB 
majhna/velika (odvisno od 
vremenskih razmer) 
Grozdni sok (maceracija) 








Faza po fermentaciji 
tvorba acetaldehida kvasovk, ki 
tvorijo film na površini vina; 




povečana koncentracija hlapnih 
kislin; 
tvorba neželenih vonjev in 
okusov 
zmerna/visoka (če je pH > 3,50) 
Pokvarjeno skladiščeno vino 
tvorba acetaldehida kvasovk, ki 
tvorijo film na površini vina; 
počasno večanje koncentracije 
hlapnih kislin 
majhna 
Skladiščenje vina (tank, sod ali 
steklenica); 
stekleničeno vino 
tvorba hlapnih fenolov kvasovk 
vrste Dekkera/Brettanomyces 
bruxellensis; 
meglica, motnost, usedlina, 
ponovna fermentacija 
zmerna/visoka 
majhna v rdečih vinih 
zmerna v belih vinih 
visoka v sladkih vinih 
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Grozdje in grozdni sok 
 
Grozdje in grozdni sok pred fermentacijo naseljujejo predvsem kvasovke rodov Starmerella, 
Cryptococcus, Debaromyces, Hanseniaspora, Metschnikowia, Pichia in Rhodotorula (Fleet 
in sod., 2002). Ti rodovi kvasovk načeloma ne povzročajo kvar stekleničenih vin, če je 
pridelava v skladu z dobro proizvodno prakso, vseeno pa lahko povzročajo probleme v 
začetnih fazah pridelave vina. Pred trgatvijo je v grozdju prisotna kisla gniloba, kjer lahko 
različne vrste kvasovk povzročijo visoko koncentracijo ocetne kisline in neželene 
spremembe grozdnega soka pred pridelavo vina. Glavni ukrepi pri zmanjšanju gnilobe so 
selekcija zdravih grozdnih jagod, povečana uporaba SO2 in čimprejšnja inokulacija aktivnih 
starterskih kultur (Barata in sod., 2012).  
 
V grozdnem soku je kvar redkejši, vendar lahko pride pri daljši maceraciji rdečega grozdja 
do hitre rasti kvasovk vrste Pichia anomala, ki povzročajo tvorbo biofilma ter apikulatnih 
ali oksidativnih kvasovk. Omenjene vrste kvasovk lahko zmanjšamo z ustreznimi vinarskim 
ukrepi, kot so nizka temperatura, uporaba SO2 in ustrezna higiena. V glavnem so te vrste 
kvasovk med alkoholno fermentacijo zatrte, vendar lahko kljub kratki prisotnosti in hitri rasti 





Aktivnost fermentativnih kvasovk vrst Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces 
bayanus lahko vodi do tvorbe neželenih žveplovih spojin (Bell in Henschke, 2005) in do 
nastanka ocetne kisline zaradi pomanjkanja hranil v moštu ali neustreznih fermentacijskih 
pogojev, kot je npr. visoka temperatura, ki lahko vodi do zaustavitve fermentacije (Bisson 
in Butzske, 2000). Problemi, ki se pojavljajo med fermentacijo, so posledica različnih 
dejavnikov, ne le enega, zato lahko s pravilnim vodenjem fermentacijskih pogojev 
odpravimo težave. Aktivnost ostalih vrst kvasovk je neznana, medtem ko so za zaustavitev 
fermentacije najverjetneje odgovorne različne vrste bakterij (Malfeito-Ferreira, 2018). 
 
Vino v tankih in stekleničeno vino 
 
Med skladiščenjem vina v tankih lahko kvasovke vrst Candida spp. in Pichia spp. tvorijo 
biofilm na površini vina in kvarijo vino s tvorbo neželenih vonjav. Ustrezna uporaba SO2, 
skupaj z ustreznimi higienskimi ukrepi in odsotnostjo kisika, preprečuje nastanek biofilma 
na površini vina. Kvasovke rodov Candida in Pichia se pojavljajo tudi v stekleničenem vinu, 
vendar v manjšem številu in so skoraj nedelujoče zaradi nizke odpornosti na stresno okolje, 
ki ga predstavlja stekleničeno vino za kvasovke (Malfeito-Ferreira, 2018). 
 
Klasičen kvar stekleničenih vina je povzročen zaradi aktivnosti kvasovk skupine sensu 
stricto. Njihove sposobnosti kvarjenja vina so povezane z refermentacijo sladkih vin in rastjo 
v stekleničenem suhem vinu. Tipični predstavniki te skupine, ki so sposobni rasti v 
stekleničenih vinu, so kvasovke vrst Zygosaccharomyces bailii, Saccharomyces cerevisiae, 
Schizosaccharomyces pombe in Saccharomycodes ludwigii (Malfeito-Ferreira, 2011). Po 
izkušnjah Malfeito-Ferreire (2018) se je problem ponovne fermentacije v stekleničenem 
rdečem vinu v zadnjih letih povečal zaradi dodatka koncentriranega grozdnega soka, ki bi 
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naj vplival na mehkobo vina. Ponovna fermentacija je v vinu v tetrapaku prepoznavna z 
napihnjeno embalažo. V stekleničenem vinu se ponovna fermentacija in z njo tvorba plinov 
ter motnost vina opazi ob odprtju steklenice in nalivanju vina v kozarec. Tvorba usedline in 




Kvasovke izvirajo iz grozdja, površin vinarske opreme, ali pa so dodane kot starterske 
kulture, pri čemer je glavni vir avtohtonih vinskih kvasovk grozdje. Prevladujoče kvasovke 
na grozdju pripadajo rodu Kloeckera, saj predstavljajo 50‒75 % celotne populacije kvasovk 
na površini grozdja. V manjših koncentracijah so prisotni tudi rodovi Candida, 
Cryptococcus, Rhodotorula, Pichia, Kluyveromyces in Hansenula (Fugelsang in Edwards, 
2007).  
 
Mikrobna populacija grozdnih jagod se spreminja glede na zrelost in poškodovanost jagod 
ter znaša med 103 CFU/mL in 108 CFU/mL (Marzano in sod., 2016). Vrste kvasovk se 
razlikujejo glede na stanje grozdnih jagod. Na poškodovanih grozdnih jagodah prevladujejo 
osmotolerantne vrste kvasovk, večinoma iz debla askomicet, kot sta rodova Torulaspora in 
Zygosaccharomyces, medtem ko na nepoškodovanih grozdnih jagodah prevladujejo vrste 
kvasovk iz debla bazidiomicet, kot sta vrsti Rhodotorula spp. in Cryprococcus spp., nekaj 
vrst iz debla askomicet, kot je vrsta Hanseniaspora uvarum, oksidativne vrste kvasovk 
Candida spp. in Pichia spp., ki tvorijo biofilm (Barata in sod., 2012). Kvasovke lahko 
povzročijo mikrobiološko nestabilnost vina med alkoholno fermentacijo, polnjenjem ali 
skladiščenjem vina. Neželeni rodovi kvasovk, kot so Candida, Pichia in Hansenula, lahko 
med alkoholno fermentacijo povzročijo povečano koncentracijo estrov, tvorbo ocetne 
kisline, tvorbo H2S in na vinu tvorbo biofilma. Po stekleničenju so lahko vina s preostankom 
reducirajočih sladkorjev medij za razvoj kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae, kar lahko 
vodi do refermentacije oziroma ponovne alkoholne fermentacije (Fleet, 2007). 
 
Skupina kvasovk kvarljivk sensu stricto predstavlja najbolj odporne vrste kvasovk na stres 
med pridelavo hrane in pijač (Malfeito-Ferreira, 2011). V to skupino uvrščamo kvasovke 
vrst Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces ludwigii, Zygosaccharomyces bailii, 
Zygosaccharomyces rouxii, Torulaspora delbrueckii in Dekkera bruxellensis (Malfeito-
Ferreira, 2018).  
 
2.2.1.1 Divje kvasovke 
 
Divje kvasovke vrst Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherima, Pichia anomala in 
nekatere vrste rodu Dekkera/Brettanomyces tvorijo večje koncentracije estrov, tudi do 2 g/L 
etil acetata. Povečano koncentracijo estrov v vinu povezujemo predvsem z rastjo kvasovk 
vrste Hansiaspora uvarum med začetno fazo alkoholne fermentacije. Kvar vina zaradi 
povečane koncentracije estrov je mogoče nadzorovati z omejevanjem rasti divjih kvasovk 
med fermentacijo in z izogibanjem poškodovanih grozdnih jagod med trgatvijo (Barata in 
sod., 2012). Te vrste zlahka obvladujemo z ustreznimi ukrepi, kot so nizka temperatura (T), 
dodatek ustrezne količine SO2 in ustrezna higiena med pridelavo. Z naštetimi ukrepi jih 
lahko zatremo že med fermentacijo. V primeru daljšega stika grozdnih kožic v grozdnem 
soku belega mošta ali v primeru maceracije drozge iz rdečega grozdja lahko pride do tvorbe 
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
10 
neželenih količin metabolitov, kot je etil acetat (vonj po kisu). Omenjena škodljiva aktivnost 
kvasovk vrst Kloeckera in Hanseniaspora je posledica hitre rasti obeh vrst kvasovk, vendar 
lahko preventivni ukrepi to odpravijo, da do neželenih vonjav sploh ne pride (Malfeito-
Ferreira, 2014). 
 
2.2.1.2 Kvasovke, ki tvorijo biofilm 
 
V to skupino kvasovk sodijo kvasovke, ki so na površini vina sposobne tvoriti biofilm. 
Tipični rodovi takšnih kvasovk so Candida, Pichia, Hansenula, Saccharomyces in 
Dekkera/Brettanomyces. Sposobnost tvorbe biofilma na površini vina je pojasnjena s hitro 
rastjo različnih vrst kvasovk rodov Candida in Pichia v aerobnih razmerah. V nedolitih 
posodah in v nežveplanem vinu, kjer zrak ni odstranjen, lahko te kvasovke tvorijo neželen 
metabolit acetaldehid, ki povzroči aromo po oksidiranem in govorimo, da pride do 
oksidacijskih sprememb vina. To vpliva negativno na kakovost vina, hkrati pa se vzpostavijo 
razmere, v katerih uspešno rastejo ocetnokislinske bakterije. Sevi kvasovk rodov Candida 
in Pichia so lahko tolerantni do določenih konzervansov, vendar z odstranitvijo kisika in 
uporabo inertnih plinov njihovo rast preprečimo. Če je začetna okužba s kvasovkami 
omenjenih rodov velika, se lahko v stekleničenih vinih pojavi usedlina. Če zaprtje steklenice 
ne preprečuje difuzije kisika vanjo, če je koncentracija SO2 prenizka in če je začetna okužba 
previsoka, se lahko v grlu steklenice tvori biofilm ali obroč, ki je zgrajen iz celic kvasovk 
rodov Candida in Pichia (Malfeito-Ferreira, 2014). Rast omenjenih kvasovk je odvisna od 
prisotnosti kisika in postane vidna šele v poznejših fazah fermentacije oziroma po njenem 
zaključku. Rast kvasovk zavirajo nizke T (8‒12 °C) in visoke koncentracije alkohola (10‒
12 vol. %) (Ribéreau-Gayon in sod. 2006).  
 
Kvasovke vrste Pichia anomala so oksidativne kvasovke in so sposobne tvoriti 0,24,5 vol. 
% alkohola, večje koncentracije ocetne kisline (1‒2 g/L), etil acetata (2 g/L) in izoamil 
acetata (Fugelsang in Edwards, 2007). Vrsta Pichia anomala lahko povzroči zmanjšanje 
koncentracije skupnih kislin, kar vodi do povečanja vrednosti pH vina. Tudi kvasovke vrste 
Pichia membranifaciens so oksidativne kvasovke in povzročajo biofilm na površini 
staranega vina, kot tudi v zgodnjih fazah alkoholne fermentacije. Kvasovke vrst Pichia 
membranifaciens, Pichia vini in Pichia farinosa so občutljive na visoke koncentracije 
alkohola (10 vol. %), zato je njihova rast v takšnih razmerah skoraj zaustavljena (Fleet in 
Heard, 1993).  
 
2.2.1.3 Vrelne kvasovke 
 
Skupina vrelnih kvasovk vključuje nekatere, ki so odločilne za mikrobiološko nestabilnost 
vina. V sladkih vinih lahko kljub visoki koncentraciji etanola in SO2 uspešno rastejo, 
fermentirajo sladkorje in s tem povzročajo kvar vina. Tipična predstavnica je kvasovka vrste 
Zygosaccharomyces bailii, ki je sposobna uspešne rasti v stekleničenem vinu, kljub nizki 
koncentraciji kisika in visoki količini konzervansov, kjer povzroča meglico. Lahko preživi 
do 200 mg/L SO2 in je aktivna celo pri 18 vol. % alkohola (Malfeito-Ferreira, 2014). 
Uspešno raste pri nizki vrednosti pH (< 2,0) in je odporna proti visokim koncentracijam 
konzervansov, kot so benzojska kislina (> 1000 mg/L), sorbinska kislina (> 800 mg/L) in 
dietilpiro karbonat (> 500 mg/L). Za okužbo zadostuje ena celica na 10 litrov vina. Rast 
kvasovk vrste Z. bailii v vinu povzroča predvsem motnost in usedlino, povečano 
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koncentracijo jantarne in ocetne kisline, zmanjšanje kislosti zaradi metabolizma jabolčne 
kisline in spremembo v koncentraciji estrov (Pitt in Hocking, 2009). Eden najpomembnejših 
virov kvasovk vrste Z. bailii je grozdje, poškodovano zaradi kisle gnilobe (Barata in sod., 
2012).  
 
Barata in sod. (2012) so dokazali, da so kvasovke vrste Z. bailii preživele alkoholno 
fermentacijo in bile prisotne v vinu po končani fermentaciji v številu 105 CFU/mL. Tudi 
kvasovke vrste Zygosaccharomyces bisporus so bile izolirane iz grozdja, okuženega s kislo 
gnilobo, vendar jih po končani fermentaciji v vinu niso odkrili, kar lahko pojasni manjšo 
pojavnost v primerjavi s kvasovkami vrste Z. bailii. 
 
Kvasovke vrste Zygosaccharomyces rouxii so izolirali iz koncentriranega grozdnega soka. 
V primeru kvara stekleničenega vina je pojavnost te vrste kvasovk manjša v primerjavi s 
kvasovkami vrste Z. bailii predvsem zaradi slabše odpornosti na nizke vrednosti pH vina in 
prisotnost konzervansov ter protimikrobnih sredstev (Malfeito-Ferreira, 2018). 
 
Druge vrelne kvasovke, ki so prav tako lahko odločilne za mikrobiološko nestabilnost, so 
kvasovke vrste Saccharomycodes ludwigii in nekateri sevi Saccharomyces cerevisiae, ki so 
lahko tolerantni na težke razmere za rast v stekleničenem vinu. Kvasovke vrst 
Saccharomycodes ludwigii, Zygosaccharomyes bailii in Saccharomyces cerevisiae so 
relativno neobčutljive na prisotnost SO2. Dodatek SO2 v mošt pred fermentacijo pospeši 
tvorbo acetaldehida s strani kvasovk. Po dodatku SO2 hitro nastane kompleks acetaldehid-
bisulfit, ki prekine razmerje med acetaldehidom v moštu in celicah kvasovk. Zato začnejo 
kvasovke tvoriti še večje količine acetaldehida, ki ga izločajo v mošt (Malfeito-Ferreira, 
2014). 
 
2.2.1.4 Kvasovke rodu Dekkera/Brettanomyces 
 
Kvasovke povzročajo kvar vina, ki nastaja med zorenjem vina v lesenih posodah in tudi med 
skladiščenjem vina v steklenici. Vrsti Brettanomyces intermedius in B. lambicus skupaj z 
rodom MKB Lactobacillus sodelujejo pri nastanku 2-acetiltetrahidropiridinov iz 
aminokisline lizin. Gre za bolezen miševino, ko vino dobi okus po mišjem seču oz. 
acetamidu. Bolezen je bolj pogosta v rdečih vinih (Bavčar, 2013). Odgovorne so za tvorbo 
hlapnih fenolov, ki negativno vplivajo na vonj vina. Glavna predstavnika hlapnih fenolov 
sta 4-etil fenol in 4-etil gvajakol. Nastajata iz p-kumarne in ferulne kisline ob istočasnem 
izhajanju CO2 kot posledica delovanja kvasovk vrst B. intermedius in B. lambicus. 
Senzorični vpliv hlapnih fenolov opišemo kot vonj po konjih, hlevu, zdravilih in dimu. 
Vzporedno se tvorijo še ocetna kislina, ki doda vonj po kisu ali jabolkih. Sproščajo se 
toksične maščobne kisline, predvsem oktanojska ali dekanojska, ki se akumulirajo in omejijo 
rast kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae (Bavčar, 2013). Stopnja rasti je povečana, 
kadar je prisotna večja koncentracija glukoze, vendar večina kvasovk rodu 
Dekkera/Bretanomyces uspešno raste že pri koncentraciji glukoze manj kot 2 g/L (Fugelsang 
in Edwards, 2007). Kvasovke so relativno odporne na SO2, med zorenjem lahko oviramo 
njihovo rast predvsem z nizko T pod 12 °C in najmanjšo koncentracijo preostalega sladkorja 
v vinu. Sterilna filtracija prepreči njihovo delovanje v stekleničenih vinih (Bavčar, 2013).  
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2.2.1.5 Nadzor kvasovk 
 
Eden od redkih ukrepov pri nadzorovanju kvasovk kvarljivk na grozdju in v grozdnem soku 
je določitev kemijskih pokazateljev, ki se nanašajo na mikrobiološko kakovost grozdja. To 
so aktivnost encima lakaza, ki je pokazatelj prisotnosti sive grozdne plesni, tako imenovane 
Botrytis cinerea, prisotnost hlapnih kislin in glukonske kisline, ki so pokazatelji prisotnosti 
kisle gnilobe grozdja. Z uporabo IR spektroskopije s Fourierjevo transformacijo (FTIR) 
lahko določimo omenjene kemijske parametre, s čimer lahko opredelimo kakovost grozdnih 
jagod (Malfeito-Ferreira, 2018). 
 
Po končani fermentaciji večina vinarjev izvaja kvalitativne in kvantitativne meritve 
kemijskih parametrov za nadzor aktivnosti MKB (prisotnost jabolčne kisline) in OKB 
(prisotnost hlapnih kislin). Primerno je nadzorovanje kvasovk kvarljivk in njihovih 
sekundarnih metabolitov, kot so 4-etilfenol in etilacetat. Pomemben je tudi nadzor nad 
kvasovkami, ki tvorijo biofilm na površini vina, v velikih sodih in cisternah, kjer se je težje 
izogniti prisotnosti kisika, ki je glavni substrat tem kvasovkam. V belem vinu s preostankom 
sladkorja je smiselna detekcija kvasovk vrst Zygosaccharomyces bailii in Saccharomyces 
cerevisiae, saj vrsti povzročata ponovno fermentacijo v stekleničenem vinu (Malfeito-
Ferreira, 2018). 
 
Kvasovke vrste Dekkera bruxellensis se v visokih koncentracijah pojavljajo že takoj po 
zaključeni JMKF (Rodrigues in sod., 2001), kar vodi do prezgodnje tvorbe neželenega vonja 
vina po konjskem znoju. Med staranjem vina v sodih je potrebno redno spremljanje 
prisotnosti kvasovk vrste Dekkera bruxellensis, predvsem že v uporabljenih sodih, ki so 
ekološka niša teh kvasovk. Malfeito-Ferreira in sod. (2018) so za mnoge portugalske kleti 
uvedli mikrobiološke kriterije za prisotnost kvasovk vrste Dekkera bruxellensis. Njihovi 
rezultati so ustrezni in podani kot smernice tudi ostalim vinskim kletem. V primeru vina, 
skladiščenega v tankih ali cisternah, je priporočljivo preveriti prisotnost kvasovk vrste 
Dekkera bruxellensis dvakrat mesečno, enkrat na mesec, ali vsaj na vsake tri mesece, 
odvisno od vrste vina. Volumen vzorca je 1 mL, 0,1 mL, 0,01 mL in 0,001 mL. Vzorci so 
reprezentativni, vzeti iz različnih globin vsebnika in iz površine vina. Če je kvasovka vrste 
Dekkera bruxellensis prisotna v vzorcu volumna 1 mL ali manj in če je koncentracija 
prisotnega metabolita 4-etilfenola večja od 150 µg/L, je potrebna fina filtracija vina in 
dodatek sulfita. Po opravljeni fini filtraciji praviloma zadostuje spremljanje koncentracije 4-
etilfenola.  
 
Pred stekleničenjem vina so kriteriji strožji, in sicer je analiza opravljena pri vzorcih 
volumna 100 mL, 10 mL in 1 mL na že opisani način. Če je kvasovka vrste Dekkera 
bruxellensis prisotna v vzorcih volumna 1 mL ali 10 mL, je potrebna zelo fina filtracija vina. 
V primeru prisotnosti kvasovke le v 100 mL vzorca je sprejemljiv nadzor in kontrola živih 
celic z dodatkom konzervansov (1 mg/L molekularnega sulfita). V tem primeru je 
stekleničenje pravilno in koncentracija raztopljenega kisika je praktično nič. V nasprotnem 
primeru je priporočena sterilna filtracija ali kot alternativna metoda toplotna obdelava vina, 
kar povzroči uničenje živih celic (Malfeito-Ferreira, 2018). 
 
Polnjenje oziroma stekleničenje vina je glavna faza mikrobiološke kontrole v kleteh. Skupni 
postopki vključujejo analizo steklenic, vode za izpiranje, zamaškov, strojev za stekleničenje 
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in zapiranje ter zraka. Pravilen in pravočasen nadzor omogoča odkrivanje virov 
kontaminacije in odstranjevanje le-teh. Najpogosteje so viri kontaminacije stroji za polnjenje 
in zapiranje steklenic (Loureiro in Malfeito-Ferreira, 2003). Končna analiza poda oceno o 
prisotnosti mikroorganizmov v stekleničenem vinu. Če je število mikroorganizmov v vzorcu 
vina višje kot dovoljujejo specifikacije, se proces polnjenja ustavi in poišče vzrok ter 
ustrezno rešitev. 
 
Orodja za mikrobiološki nadzor v kleti 
 
Metode za odkrivanje in štetje kvasovk temeljijo na gojenju kvasovk na ploščah s splošno 
uporabljenim gojiščem, po membranski filtraciji vzorcev vina (Loureiro in sod., 2004). 
Uporaba metode najverjetnejšega števila (MPN) ni pogosta, vendar bi lahko bila metoda 
glede na izkušnje Malfeito-Ferreire (2018) koristna, kadar je domnevanje o prisotnosti 
kvarljivih mikroorganizmov v vinu visoka. Za odkrivanje kvasovk, ki pripadajo skupini 
sensu stricto, so razvita selektivna gojišča, predvsem za detekcijo najbolj škodljivih vrst 
kvasovk Zygosaccharomyces bailii (Schuller in sod., 2000) in Dekkera bruxellensis 
(Rodrigues in sod., 2001). Za posredno oceno prisotnosti kvasovk vrste Saccharomyces 
cerevisiae lahko uporabimo splošno uporabljeno trdno gojišče s cikloheksimidom ali 
lizinom (Heard in Fleet, 1986).  
 
Domnevne rezultate na ploščah lahko potrdimo z uporabo biomarkerjev (biološki 
indikatorji), kot so dolgoverižne maščobne kisline, ali z molekularnimi metodami. V primeru 
sestave dolgoverižnih maščobnih kislin je bila ugotovljena korelacija med razmerji 
nenasičenih maščobnih kislin s po 18 C atomi in pomenom kvara, povzročenim s 
kvasovkami kvarljivkami (Giudici in Pulvirenti, 2002). 
 
Za spremljanje aktivnosti kvasovk lahko uporabimo kemijske parametre, kar predstavlja 
enostaven in hitrejši način. Med metaboliti, ki jih proizvajajo kvasovke kvarljivke, je spojina 
4-etilfenol trenutno najpogostejši parameter aktivnosti kvasovk vrste Dekkera bruxellensis. 
Po zaznavi le-tega, je potrebna mikrobiološka analiza vzorcev. Gojenje kvasovk na ploščah 
lahko traja tudi 4‒5 dni, zato je zgodnja detekcija kvasovk odvisna od neposrednih tehnik. 
Trenutno se zato najbolj poslužujemo uporabe metode verižna reakcija s polimerazo (PCR), 
npr. PCR v realnem času, kjer pridobimo želene rezultate v približno 4‒6 urah. Metoda je 
zelo občutljiva oz. specifična, saj potrebujemo le < 10 CFU/mL. Vendar imajo molekularne 
metode tudi pomanjkljivosti, ena izmed njih je visok strošek, ki predstavlja > 60 €/vzorec. 
Druga pomanjkljivost pa je povezana z lažno pozitivnimi rezultati zaradi prisotnosti DNA 
odmrlih celic. V tem primeru je potrebno prilagoditi protokol metode, da se DNA odmrlih 
celic predhodno odstrani iz vzorcev (Vendrame in sod., 2014). 
 
V praksi je najbolj učinkovit nadzor mikrobne populacije odvisen od vzdrževanja ustreznih 
ravni molekularnega SO2. V vinu je SO2 prisoten v prosti ali vezani obliki. Po dodatku SO2 
je ta le nekaj časa v prosti obliki, saj se večji del veže na druge kemijske spojine, in po 
določenem času je v vinu prisotnega manj prostega kot vezanega žvepla. Zgornja meja 
vsebnosti prostega in skupnega žveplovega dioksida je zakonsko določena, zato ga ne 
smemo konstantno dodajati. V Evropski uniji je zgornja meja odvisna od vrste vina, medtem 
ko je v Združenih državah Amerike največja dovoljena količina skupnega žveplovega 
dioksida 350 mg/L (Loureiro in Malfeito-Ferreira, 2003). Uporaba visokih odmerkov SO2 
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pred začetkom fermentacije lahko poveča tvorbo acetaldehida zaradi aktivnosti 
fermentabilnih kvasovk. Za preprečevanje rasti mikroorganizmov se priporoča 0,5‒0,8 mg/L 
prisotnega molekularnega žveplovega dioksida (Fugelsang in Edwards, 2007), vendar se 
različne vrste kvasovk razlikujejo glede na odpornost dodanega žvepla, kar je prikazano v 
preglednici 2. Rastoče populacije kvasovk so odpornejše, zato je priporočena prisotnost 
molekularnega SO2 1 mg/L, predvsem za preprečitev rasti kvasovk vrste Dekkera 
bruxellensis (Chandra in sod., 2015).  
 
Preglednica 2: Odpornost kvasovk na uporabljena protimikrobna sredstva v pridelavi vina (Malfeito-Ferreira, 
2018) 




















Etanol (vol. %) 15 15a 17 / / / 
PMBb (mg/L) 90 140a 200 / / / 
Skupni SO2 
(mg/L) 
75 350c 50 250 250 500 
Sorbinska kislina 
(mg/L) 







100 100a 100 100 25 25 
DMDCd (mg/L) 
(106 CFU/mL)e 











4,45 / 2,23 / / 3,34 
Legenda: maks. = največja, min. = najmanjša, a = Pichia guilliermondii, b = kalijev metabisulfit, c = Pichia 
membranifaciens, d = dimetil dikarbonat, e = začetno število inokuluma 
 
Sorbinska kislina je šibka kislina, katere prosta oblika je prisotna v višjih deležih pri nižjih 
vrednostih pH. Največja dovoljena koncentracija sorbinske kisline je v državah Evropske 
unije 200 mg/L, medtem ko je v Združenih državah Amerike ta vrednost 300 mg/L. Zaradi 
večje topnosti se kot nosilec sorbinske kisline uporablja kalijev sorbat. Njegova uporaba je 
za preprečitev ponovne fermentacije v steklenicah pri stekleničenju sladkega vina 
priporočljiva skupaj z dodatkom SO2. MKB so sposobne presnove sorbinske kisline, kar 
povzroča tako imenovano bolezen vina geranijev ton, zato moramo biti pred uporabo 
sorbinske kisline prepričani, da ni prisotnih MKB v vinu (Fugelsang in Edwards, 2007). 
 
Iz preglednice 2 je razvidno, da največja dovoljena koncentracija sorbinske kisline ni bila 
učinkovita pri zaviranju rasti kvasovk vrst Dekkera bruxellensis in Zygosaccharomyces 
baillii. Za preprečitev rasti teh dveh vrst je bila potrebna zelo visoka koncentracija sorbinske 
kisline in sicer v primeru kvasovk vrste Dekkera bruxellensis 950 mg/L, v primeru kvasovk 
vrste Zygosaccharomyces bailii pa 600 mg/L (Malfeito-Ferreira, 2018). 
 
Največja dovoljena vsebnost dimetil dikarbonata (DMDC) je v državah Evropske unije 200 
mg/L pri stekleničenju vina z več kot 5 g/L preostanka sladkorja. Protimikrobna učinkovitost 
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DMDC je odvisna od začetne mikrobiološke populacije. Priporočljivo je, da se uporablja pri 
največ 500 živih celic/mL vina. V preglednici 2 je prikazano, da se različne vrste kvasovk 
razlikujejo po odpornosti na dodan DMDC. Kvasovke vrst Dekkera bruxellensis, 
Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces pombe so bolj odporne, saj je bila potrebna 
koncentracija za njihovo popolno uničenje 100 mg/L DMDC, medtem ko je za popolno 
uničenje kvasovk vrste Saccharomyces ludwigii in Zygosaccharomyces bailii bila potrebna 
koncentracija dodanega DMDC 25 mg/L (Costa in sod., 2008).  
 
Costa in sod. (2008) so prišli do ugotovitve, da so bakterije na splošno bolj odporne na 
dodatek DMDC, zato je med stekleničenjem in skladiščenjem vina potrebna uporaba v 
kombinaciji z drugimi protimikrobnimi sredstvi, kot je to npr. SO2. 
 
Največja dovoljena koncentracija hitozana v vinu je 0,1 g/L. Taillandier in sod. (2015) so 
dokazali, da ima hitozan dobre protimikrobne lastnosti predvsem na kvasovke vrste Dekkera 
bruxellensis, vendar je njegova učinkovitost odvisna od začetne koncentracije 
mikroorganizmov v vinu in od dovzetnosti vina za mikrobno rast. Kvasovke lahko, kljub 
začetni fazi odmiranja, še vedno rastejo, zato je ob dodatku hitozana potrebno uporabiti še 
SO2 kot protimikrobno sredstvo. Odsotnost kultivabilnih celic lahko nakazuje na prisotnost 
živih, vendar nekultivabilnih celic (VBNC), lahko pa nakazuje na prisotnost živih celic pod 




Bakterije so del naravnega mikrobnega ekosistema v vinu in igrajo pomembno vlogo pri 
zmanjševanju kislosti vina ter prispevanju k boljši aromi in okusu vina. Lahko pa povzročijo 
številne težave v vinu, ki zmanjšujejo kakovost vina. Vrste MKB, predvsem Oenococcus 
oeni, pozitivno prispevajo k senzoričnim lastnostim vina, medtem ko rodova Lactobacillus 
in Pediococccus prispevata negativno, saj tvorita neželene hlapne spojine in s tem kvar vina. 
Povzročajo bolezni vina, kot so miševina, diacetil, vlečljivost, akrolein, manitol, geranijev 
ton, vinsko kislino, OKB pa povzročajo tvorbo ocetne kisline, etil acetata, in acetaldehida 
(Bartowski, 2009). OKB pripadajo dvema rodovoma bakterij, in sicer Acetobacter in 
Gluconobacter. Najbolj znani vrsti iz rodu Acetobacter sta vrsti Acetobacter aceti in 
Acetobacter pasteurianus (Yamada in Yukphan, 2008). Veliko sekundarnih metabolitov, ki 
jih tvorijo bakterije, so hlapne spojine in potencialno vplivajo na senzorične lastnosti vina. 
Večinoma nastopi rast škodljivih vrst bakterij Lactobacillus, Pediococcus in Oenococcus po 
JMKF in s tem omenjene bakterije povzročajo neželeno aromo in okus vina. Vse vrste OKB 
veljajo za kvarljivce vina (Bartowski, 2009). 
 
2.2.2.1 Mlečnokislinske bakterije 
 
Vrste MKB vključujejo Oenonococcus oeni, Leuconostoc mesenteroidi, Pediococcus 
parvulus, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus damnosos in različne vrste Lactobacillus, 
kot so Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, 
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus hilgardii in Lactobacillus trichodes (Fleet, 2007). Na 
splošno po koncu alkoholne fermentacije prevladujejo vrste MKB Oenococcus oeni 
(Beltramo in sod., 2004).  
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MKB pogosto najdemo na površini grozdja in so sposobne rasti v anaerobnih razmerah 
mošta. Bakterije so odgovorne za JMKF, ki se pojavi spontano v vinu (Liu, 2002). Vina z 
večjo koncentracijo reducirajočih sladkorjev (glukoze in fruktoze) spodbujajo rast MKB, kar 
lahko vodi tudi do nastajanja nesprejemljivih količin ocetne kisline, D-mlečne kisline in CO2 
(Fleet, 2007). 
 
Veliko različnih dejavnikov vpliva na rast MKB v vinu, glavni pa so koncentracija etanola, 
T, vrednost pH vina in koncentracija SO2. Laktobacili so bolj tolerantni na večje 
koncentracije etanola kot koki. Več kot 50 % laktobacilov izkaže toleranco na koncentracijo 
etanola 13 vol. %, medtem ko je le 14 % kokov odpornih na tako visoke koncentracije 
etanola. Sev Pediococcus damnosus je bolj toleranten do etanola v vinu zaradi polisaharidne 
kapsule, ki zaščiti bakterijo. Koncentracija etanola večja od 5‒6 vol % zavira rast 
Lactobacillus plantarum (Ribéreau-Gayon in sod., 2006). 
 
Temperatura igra pomembno vlogo pri spodbujanju ali zaviranju rasti MKB. Optimalna T 
za rast MKB je 20‒37 °C. Optimalna T za rast bakterij vrste Oenococcus oeni je 27‒30 °C, 
medtem ko je optimalna T za rast v vinu z visoko vsebnostjo etanola, 20‒23 °C. Rast MKB 
v vinu sovpada z zmanjšanjem T in se zaustavi pri T 14‒15 °C. 
 
Vrednost pH vina lahko zavira ali spodbuja rast MKB. MKB aktivno rastejo pri pH vrednosti 
okoli 3,5, medtem ko se njihova rast zaustavi pri pH približno 3,0. Vina z visoko vrednostjo 
pH lahko spodbudijo rast MKB, kar spodbudi tudi JMKF, vse skupaj pa vodi do kvarjenja 
vina (Cappelo in sod., 2017). 
 
Bolezni vina, ki jih povzročajo mlečnokislinske bakterije 
 
 Diacetil 
Nekatere arome, ki jih tvorijo mlečnokislinske bakterije, so lahko v omejenih koncentracijah 
zaželene. Npr. maslene arome karbonilne skupine, diacetila (2,3-butandion), ki je končni 
metabolit metabolizma citronske kisline v MKB, so zaželene v koncentracijah 1‒4 mg/L 
(Ramos in sod., 1995). V omenjenem metabolizmu se istočasno tvorita še ocetna kislina in 
2,3-butandiol. Predvsem sta pri tvorbi diacetila znana rodova Lactobacillus in Oenococcus. 
Na tvorbo diacetila vpliva več dejavnikov, kot so uporabljeni sevi MKB, razpoložljivost 
kisika, T in trajanje JMKF (Bartowski in Henschke, 2004). 
 
 Miševina 
Bolezen je posledica metabolizma ornitina in lizina, kar vodi do nastanka izjemno močnih 
in neprijetnih vonjav, za katere so odgovorne naslednje dušik-vsebujoče heterociklične 
spojine: 2-acetiltetrahidropiridin, 2-acetil-1-pirolin in 2-aetiltetrahidropiridin. Spojine 
zaznamo v ustih kot okus po mišjem seču. Glavni povzročitelji te bolezni so 
heterofermentativne vrste MKB Oenococcus oeni in nekatere vrste rodu Lactobacillus. V 
vinih, okuženih s kvasovkami rodu Dekkera/Brettanomyces, tudi lahko zaznamo dušik-
vsebujoče heterociklične spojine, vendar kvasovke niso glavni vir te bolezni (Costello in 
sod., 2001).  
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 Geranijev ton 
Sorbinsko kislino (2,4-heksadienska kislina) lahko uporabimo kot kemijski konzervans v 
sladkih vinih z namenom preprečevanja ponovne fermentacije v stekleničenih vinih. 
Nekateri sevi Lactobacillus in skoraj vsi sevi Oenococcus oeni pa so sposobni presnove 
sorbinske kisline, kar ima za posledico tvorbo 2-etoksiheksa-2,5-diena, ki spominja na vonj 
po geranijah ali pelargonijah. Zato je pri uporabi sorbinske kisline nujno, da smo prepričani, 
da v vinu ni prisotnih MKB (Riesen, 1992).  
 
 Akrolein 
Metabolizem različnih sladkorjev in poliolov, za katerega so odgovorne bakterije, lahko vodi 
do kvara vina. Grenkoba v vinu se lahko razvije z oksidacijo glicerola predvsem pod vplivom 
bakterij rodu Lactobacillus. Grenek okus je posledica reakcije akroleina s fenoli v rdečem 
vinu. V reakciji se tvorijo tudi stranski metaboliti, kot so manjša koncentracija glicerola, 2,3-
butandiol, ocetna kislina in dodatno izhajanje CO2 (Bavčar, 2013).  
 
 Manitol 
Metabolizem fruktoze s heterofermentativnimi MKB, vključno z vrsto Oenococcus oeni, 
lahko povzroči nastanek manitola, sladkega alkohola s 6 ogljiki. V vinu so poleg manitola 
zaznavne tudi ocetna kislina, mlečna kislina, n-propanolol in 2-butanol, takšno vino pa ima 
precej sladkast priokus (Wisselink in sod., 2002).  
 
 Vlečljivost 
Vino z viskozno teksturo, oljnatim videzom in povečano polnostjo okusa, označujemo kot 
vlečljivo vino. Takšno vino je posledica delovanja MKB rodu Pediococcus, saj v vinu 
nastanejo večje količine polisaharidov, kot je β-D-glukan. Tvorba β-D-glukana in njegova 
polimerizacija je posledica prisotnosti plazmida, ki nosi zapis za dps (glukoziltransferaza) 
gen. V zadnjih raziskavah pa so izolirani tudi nekateri sevi Oenococcus oeni, s prisotnostjo 
dps gena (Walling in sod., 2005). 
 
 Razgradnja vinske kisline  
Nekatere vrste MKB, kot so Lactobacillus brevi in nekateri sevi Oenococcus oeni, so 
sposobni pretvoriti vinsko kislino v oksalocetno kislino. Iz nje se tvorijo različni končni 
produkti, kot so mlečna kislina, ocetna kislina in CO2. Omenjeno razgradnjo spremlja 
posledično tudi dvig vrednosti pH, porjavenje rdečih vin, motnost in prazen okus vina. Pride 
tudi do naraščanja hlapnih kislin in do nastanka neželenih vonjav (Bavčar, 2013). 
 
 Biogeni amini 
Določene vrste MKB tvorijo amine kot stranske produkte med dekarboksilacijo aminokislin 
(AK). Moreno-Arribas in sod. (2003) so odkrili v vinu nekatere biogene amine, kot so 
histamin, tiramin, putrescin, kadaverin in feniletilamin. AK so prekurzorji za nastanek 
biogenih aminov, ki nastanejo v vinu med in po JMKF. Tako vrste Pediococcus, kot tudi 
Lactobacillus in Oenococcus oeni so sposobne tvoriti biogene amine. Z uporabo starterskih 
kultur MKB, ki ne povzročajo dekarboksilacijo aminokislin, lahko omejimo kvar vina 
(Lonvaud-Funel, 2001).  
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2.2.2.2 Ocetnokislinske bakterije 
 
Ocetnokislinske bakterije (OKB) so gram pozitivni ubikvitarni organizmi, ki so dobro 
prilagojeni okolju, bogatim s sladkorji in etanolom. OKB sodijo v družino bakterij 
Acetobacteriaceae, kjer je priznanih 15 rodov. Od tega so trije rodovi povezani z grozdjem, 
vinom in kvarom vina. To so rodovi Acetobacter, Gluconobacter in Gluconacetobacter. 
Pogosteje najdemo v vinu vrste bakterij rodu Acetobacter zaradi sposobnosti izkoriščanja 
etanola kot vir ogljika in energije (Bartowski in Henschke, 2008). 
 
Vina, pri katerih pred stekleničenjem ni uporabljena sterilna filtracija, vsebujejo različno 
bakterijsko populacijo (103 CFU/mL), ki lahko v ugodnih razmerah rastejo. V stekleničenih 
rdečih vinih, zaprtih s plutastim zamaškom in skladiščenih v pokončni legi, se lahko 
razvijejo okužbe vina z OKB. Ta okužba je vidna kot obroč bakterijskega biofilma ali 
biomase v vratu steklenice med vinom in zračnim prostorom (Bartowski in Henschke, 2008). 
 
Fizično poškodovani grozdi ali okuženi s plesnijo lahko postanejo tudi vir okužb z OKB in 
jih ne moremo uporabiti v pridelavi vina. OKB so prisotne v pridelavi vina od samega 
začetka; od grozdja do končnega pridelka. Za rast in razmnoževanje potrebujejo kisik, da 
lahko sprožijo oksidacijo etanola v ocetno kislino, kar vpliva na kvar vina. Na njihovo 
škodljivo dejavnost vpliva nizek redoks potencial med fermentacijo (Bartowsky in sod., 
2003). 
 
Rast ocetnokislinskih bakterij med pridelavo vina 
 
Grozdni mošt in vino ne predstavljata ugodnih pogojev za rast bakterijskih vrst. Grozdni 
mošt je bogat vir hranilnih snovi, saj vsebuje visoko koncentracijo heksoz (200‒250 g/L), 
vrednost pH mošta (2,9‒3,7; vinska kislina 2‒10 g/L), in sulfite (0‒100 mg/L). Zaradi tega 
je mošt selektivno okolje za OKB, ki omejuje rast bakterij rodu Gluconobacter, npr. vrste 
G. oxydans. Težki pogoji v vinu, ki nastanejo kot posledica alkoholne fermentacije, kot so 
visoka koncentracija etanola, nizka vsebnost kisika, nizka vrednost pH in izčrpanost 
hranilnih snovi, omeji rast predvsem MKB in OKB. Gluconobacter oxydans lahko med 
pripravo mošta in v zgodnjih fazah alkoholne fermentacije metabolizira majhne 
koncentracije nastalega etanola (kot vir ogljika) avtohtonih kvasovk v ocetno kislino. Med 
pripravo mošta se lahko velikost populacije OKB poveča in lahko zaradi tvorbe ocetne 
kisline pride do njegovega kvara. Med alkoholno fermentacijo se populacija zmanjša, tudi 
na 102 CFU/mL. Bakterije rodu Acetobacter so bolj tolerantne na visoke koncentracije 
etanola, zato skoraj vedno okužijo vino in ne mošta (Sengun in Karabiyikli, 2011). 
 
Gonzalez in sod. (2005) so raziskali rast OKB v različnih fazah pridelave mošta in vina. 
Ugotovili so, da je prevladujoča vrsta OKB v svežem mostu in začetnih fazah alkoholne 
fermentacije Gluconobacter oxydans. Faze pridelave mošta je preživelo le nekaj vrst OKB, 
večinoma vrsta Acetobacter aceti. Med alkoholno fermentacijo se vzpostavijo anaerobni 
pogoji, ki niso primerni za rast OKB. Po pretoku vina iz fermentacijskih posod v druge 
posode za shranjevanje postopki mešanja in posledično aeracija spodbudijo rast OKB 
(Sengun in Karabiyikli, 2011).  
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OKB so preučevali med staranjem rdečega vina v sodih in štetje na ploščah je pokazalo, da 
je populacija mikroorganizmov v tesni povezavi s koncentracijo raztopljenega kisika v 
mediju. Ugotovljeno je bilo, da so bile OKB v zelo nizki koncentraciji prisotne tudi v 
odsotnosti kisika, kar pomeni, da je bil del populacije OKB v VBNC stanju (Millet in 
Lonvaud-Funel, 2000). 
 
Prisotnost striktno aerobnih bakterij je v grozdnem moštu in med zorenjem vina mogoče 
nadzorovati z odstranitvijo razpoložljivega kisika ali vsaj z omejitvijo kisika, kot bistvenega 
rastnega dejavnika. 
 
Nizka koncentracija dodanega SO2 (0,35 mg/L molekularnega SO2), kot antioksidanta in 
protimikrobnega sredstva, je imela najmanjši učinek na sposobnost preživetja in 
kultivabilnost OKB vrste Acetobacter pasteurianus, medtem ko so se višje koncentracije 
dodanega SO2 (1,2 mg/L molekularnega SO2) izkazale za učinkovitejše (Du Toit in sod., 
2005).  
 
Ubeda in Briones (1999) sta analizirala 68 filtriranih in nefiltriranih vzorcev vina na 
prisotnost OKB in ugotovila, da je 13 % nefiltriranih vzorcev vina vsebovalo OKB, medtem 
ko so bili filtrirani vzorci brez prisotnosti OKB.  
 
Uporaba sterilne filtracije je eden izmed možnih ukrepov za zmanjšanje mikrobiološkega 
kvara, vendar je pomanjkljivost ukrepa strošek in časovni okvir, kar lahko podaljša čas 
celotnega procesa. Za preprečitev rasti OKB v vinu med shranjevanjem vina v posodah je 
priporočljiva uporaba inertnih plinov, kot je to npr. CO2 in dolita posoda z vinom do vrha 
posode, da je vino v čim manjšem kontaktu z zrakom (Bartowski in Henschke, 2008).   
 
Du Toit in Lambrechts (2002) sta raziskovala pojav OKB med alkoholno fermentacijo 
rdečega mošta iz Južne Afrike. Začetna vrednost je bila 106‒107 CFU/mL. V moštu z nizko 
vrednostjo pH (< 3,6) se je število celic zmanjšalo na 102‒103 CFU/mL.  
 
Preglednica 3: Vrste ocetnokislinskih bakterij izoliranih iz različnih virov okužbe (Sengun in Karabiyikli, 
2011) 
Vir okužbe Vrste OKB Referenca 
Stekleničeno rdeče vino Acetobacter pasteurianus Bartowski in sod., 2003 
Fermentacija rdečega mošta 
Gluconobacter oxydans 
Gonzales in sod., 2006 Gluconacetobacter hansenii 
Acetobacter aceti 
Acetobacter nitrogenifigens Dutta in Gachhui, 2006 
Portugalsko rdeče vino iz regije 
Dao 
Acetobacter oeni Silva in sod., 2006 
Južnoafriško rdeče vino 
Gluconobacter oxydans 




Avstrijsko vino Acetobacter tropicalis Silhavy in Mandl, 2006 
Belo vino 
Gluconobacter oxydans 
Joyeux in sod., 1984 Acetobacter pasteurianus 
Acetobacter aceti 
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V preglednici 3 so prikazane identificirane vrste OKB iz različnih virov okužbe. V 
stekleničenem rdečem vinu so Bartowski in sod. (2003) izolirali vrsto OKB Acetobacter 
pasteurianus. Prav tako so Du Toit in Lambrechts (2002) in Joyeux in sod. (1984) izolirali 
vrsto OKB Acetobacter pasteurianus iz južnoafriškega rdečega vina in belega vina. Iz 
južnoafriškega rdečega vina so izolirali tudi vrste OKB Gluconobacter oxydans,  
Acetobacter hansenii in Acetobacter liquefaciens. Iz belega vina so izolirali še vrsti OKB 
Gluconobacter oxydans in Acetobacter aceti. Med fermentacijo rdečega mošta so Gonzalez 
in sod. (2006) izolirali vrste OKB Gluconobacter okydans, Gluconacetobacter hansenii in 
Acetobacter aceti, medtem ko sta Dutta in Gachhui (2006) izolirala tudi vrsto OKB 
Acetobacter nitrogenifigens. Vrsto OKB Acetobacter oeni so Silva in sod. (2006) izolirali iz 
portugalskega rdečega vina. Iz avstrijskega vina sta Silhavy in Mandl (2006) izolirala vrsto 
OKB Acetobacter tropicalis. 
 
Bolezni vina, ki jih povzročajo ocetnokislinske bakterije 
 
Glavni metaboliti delovanja OKB so ocetna kislina, acetaldehid in etil acetat. Ocetna kislina 
in acetaldehid nastaneta pri oksidaciji etanola, kjer rod bakterij Acetobacter z encimom 
alkohol dehidrogenaza oksidira etanol v acetaldehid, ta pa se z encimom acetaldehid 
dehidrogenaza oksidira v ocetno kislino, iz katere lahko nastaneta CO2 in H2O (Bartowski in 
Henschke, 2008).  
 
Predstavniki rodu Gluconobacter oksidirajo etanol le do ocetne kisline. Ocetno kislino v 
vinu senzorično zaznamo v koncentracijah nad 0,7 g/L, medtem ko daje v koncentracijah 
nad 1,4 g/L že vonj in okus po kisu. Povečane koncentracije acetaldehida so posledica 
prekinitve delovanja encima, ki oksidira acetaldehid v ocetno kislino, zaradi vpliva etanola. 
Zaznamo ga pri koncentracijah nad 100 mg/L (Bavčar, 2013).  
 
OKB pa lahko tvorijo etilni ester ocetne kisline in sicer etil acetat, ki ima oster vonj po lepilu 
in laku. V vinu so njegove koncentracije do 100 mg/L, v pokvarjenih vinih pa znaša ta 
koncentracija med 150 in 200 mg/L (Francis in Newton, 2005). Do najmanjše povečane 
koncentracije ocetne kisline lahko pride med alkoholno fermentacijo zaradi metabolizma 
kvasovk in med JKMF zaradi metabolizma MKB, kjer lahko iz citronske kisline nastane 
nekaj ocetne kisline (Gonzalez in sod., 2005). 
 
Glavna vrsta OKB, izolirana iz grozdja in mošta, je Gluconobacter oxydans, medtem ko sta 
dve vrsti OKB, in sicer Acetobacter aceti in Acetobacter pasteurianus, pogosteje izolirani iz 
vina (Bartowsky in Henschke, 2008). Na grozdju in v vinu pa sta prisotni tudi dve vrsti OKB, 
in sicer Gluconacetobacter hansenii in Gluconacetobacter liquefaciens (Yamada in 
Yupkhan, 2008). 
 
OKB so v veliki večini aerobni mikroorganizmi, ki imajo sposobnost preživetja v okolju z 
visoko koncentracijo kislin in etanola (10 – 14 vol. %) v vinu (Gonzalez in sod., 2005). 
Glavni dejavniki, ki vplivajo na rast in preživetje OKB v vinu, so koncentracija etanola, 
nizka vrednost pH, koncentracija SO2, raztopljen kisik in T. Kljub vsemu, da lahko OKB 
oksidirajo etanol v ocetno kislino, pa lahko prevelika koncentracija etanola zavira rast OKB. 
Optimalna rast OKB je pri vrednosti pH med 5,5‒6,3, vendar lahko preživijo tudi v okolju s 
pH 2,8‒4,0. Občutljivost na etanol se razlikuje glede na vrednost pH (Du Toit in Pretorius, 
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2002). Če je pH vina nižji, bo na voljo več molekularnega SO2, ki zavira mikrobno rast in 
preživetje (Ribéreau-Gayon in sod., 2006).  
 
OKB med rastjo uporabljajo kisik kot končnega sprejemnika elektronov v dihalni verigi. 
Drysdale in Fleet (1988) sta bila mnenja, da OKB ne igrajo pomembne vloge med pridelavo 
vina zaradi anaerobnih razmer. Vendar pa sta Du Toit in Pretorius (2002) ugotovila, da lahko 
OKB rastejo tako v aerobnih kot anerobnih razmerah, saj lahko uporabljajo fenolne spojine 
kinone, kot akceptorje elektronov v anaerobnih pogojih. Vseeno pa je kisik v majhnih 
koncentracijah potreben, tako za uspešnejšo rast OKB, kot tudi za polimerizacijo taninov in 
drugih fenolnih spojin, ki so bistvene za razvoj senzoričnih lastnosti v rdečih vinih 
(Ribéreau-Gayon in sod., 2006). 
 
Optimalna T za rast OKB rodov Acetobacter in Gluconobacter je 25‒30 °C, medtem ko pri 
T večjih od 37 °C ne rastejo več. OKB lahko preživijo in rastejo tudi pri nižji T, vendar je 
pri T skladiščenja vina 10‒15 °C njihova rast skoraj ustavljena (Gullo in Giudici, 2008). 
 
Nekatere vrste in sevi Gluconobacter in Acetobacter so sposobni oksidacije laktata do 
acetoina tudi pri manjši razpoložljivosti kisika. Acetoin lahko doseže v vinu koncentracijo 
3,0‒3,8 mg/L, kar povzroča aromo in vonj po maslu. Poleg vpliva na senzorične lastnosti 
vina se lahko acetoin veže s prisotnim SO2 in vpliva na protimikrobno aktivnost SO2 (Du 
Toit in Pretorius, 2002). 
 
Štetje, izolacija in identifikacija OKB 
 
Pri izolaciji OKB je pomembno izolirati čim bolj čiste seve iz različnih potencialnih virov 
okužbe. Niso vsa gojišča primerna in selektivna za gojenje vseh vrst OKB (Gullo in sod., 
2006). Za gojenje OKB na ploščah obstaja kar nekaj selektivnih gojišč, ki so večinoma 
sestavljena iz istih sestavin v različnih razmerjih, kar povzroča različno rast OKB na ploščah. 
Najpogosteje uporabljena selektivna trdna gojišča za gojenje OKB so gojišče YPM (Gullo 
in Giudici, 2008), GYC (Gullo in Giudici, 2008), GY (Yamada in Yukphan, 2008), gojišče 
AE (Yamada in sod., 1999) in gojišče RAE (Zahoor in sod., 2006).  
 
Za gojenje OKB na ploščah se večinoma uporabljajo pogoji, kot so aerobne razmere v 
inkubatorju pri temperaturi 30 °C, za 2‒5 dni (Yamada in Yukphan, 2008). Sevi OKB, ki so 
sposobni rasti na trdnih selektivnih gojiščih, naj bi po ugotovitvah Cleenwerck in de Vosa 
(2008) imeli boljši metabolizem, zato pride pri rasti OKB na selektivnih gojiščih okoli 
kolonij do oblikovanja "halo" cone, kar je ena od osnovnih značilnostih, ki povezuje 
posamezne kolonije na ploščah z OKB.  
 
Za pravilno izbiro selektivnega trdnega gojišča je pomembno tudi okolje izolatov. Gojišče 
RAE se je izkazalo primerno za gojenje izolatov iz jabolčnega vina in vinskega kisa, medtem 
ko se je gojišče AE izkazalo primernejše za gojenje sevov, izoliranih iz alkoholnega kisa. 
Vina z visoko vsebnostjo alkohola, prisotnim prostim SO2 in zmanjšano razpoložljivostjo 
snovi s kisikom, predstavljajo stresno okolje za mikroorganizme, zato potrebujejo le-ti pred 
gojenjem na trdnih selektivnih gojiščih obogatitev, da dosežejo prvotno stanje pred stresnimi 
dejavniki. Za izboljšanje kultivacije in odpravo stanja VBNC so predlagali obogatitev s 
kisikom (Millet in Lonvaud-Funel, 2000).  
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Baena-Ruano in sod. (2006) so določili hitro metodo za določitev skupnega števila OKB, 
tako živih in mrtvih celic, z uporabo direktnega štetja celic v števni Neubauerjevi komori z 
uporabo live/dead BacLight Bacterial Viability Kit. Metoda je zanesljiva, hitra in enostavna. 
Priprava vzorca je enostavna. Zaradi obarvanja celic z zeleno barvo v primeru živih celic in 
z rdečo barvo v primeru mrtvih celic, je ločitev le-teh hitra, kar nam omogoča hitro štetje 
živih in mrtvih celic. 
 
Zaradi pomanjkljivosti kvantitativnih metod na trdnem selektivnem gojišču, kot so 
dolgotrajnost in nezmožnost detekcije celic VBNC, so razvili nove tehnike z uporabo 
molekularnih pristopov za identifikacijo OKB (Gonzalez in sod., 2006). Cleenwerck in de 
Vos (2008) sta povzela uporabo molekularnih tehnik, ki se v zadnjem času najpogosteje 
uporabljajo. Med te tehnike sodijo: PCR-RFLP, DNA-DNA hibridizacija, DGGE, TTGE, 
FISH, RT-PCR, vgnezdena PCR, epifluorescenčna tehnika, RT-PCR s TaqMan tehnologijo, 
AFLP, RAPD-PCR, ERIC-PCR, REP-PCR. 
 
V preglednici 4 so predstavljeni najpogostejši kvarljivci vina, njihovi učinki na kakovost 
vina in načini preprečevanja. 
 
Preglednica 4: Najpogostejši kvarljivci vina, njihovi učinki in načini preprečevanja (Malfeito-Ferreira, 2014; 
Walker, 2014) 
Mikroorganizmi Učinki Načini preprečevanja 
Kvasovke   
Pichia anomala, 
Kloeckera apiculata 
tvorba etil acetata med maceracijo ali 




vrste Pichia, Candida, 
Metschnikowia 
oblikovanje biofilma na površini; 
tvorba neželenih okusov in vonjav 
odstranitev kisika iz tanka, 
dodatek SO2 
Saccharomyces cerevisiae 
tvorba hlapnih žveplovih spojin (H2S, 
merkaptani, tioli, disulfidi); 
motnost; 
ponovna fermentacija sladkih vin; 
meglica; 
ponovna fermentacija v stekleničenih 
vinih 
korekcija hranil grozdnega soka, 
dodatek bakra, 
intenzivni zračni pretok, 
mikrobiološka stabilizacija, 
dodatek SO2, 
dodatek dimetil dikarbonata, 
toplotna obdelava 
Saccharomycodes ludwigii 
ponovna fermentacija sladkih vin; 
meglica; 





dodatek dimetil dikarbonata, 
toplotna obdelava 
Schizosaccharomyces pombe meglica v stekleničenem vinu mikrobiološka stabilizacija 
Zygosaccharomyces bailii 
ponovna fermentacija sladkih vin; 
meglica; 




dodatek dimetil dikarbonata, 
toplotna obdelava 
Dekkera/Brettanomyces 







dodatek dimetil dikarbonata, 
toplotna obdelava 
"se nadaljuje" 
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"nadaljevanje preglednice 4: Najpogostejši kvarljivci vina, njihovi učinki in načini preprečevanja (Malfeito-
Ferreira, 2014; Walker, 2014)" 
 
Mikroorganizmi Učinki Načini preprečevanja 
Mlečnokislinske bakterije   
Oenococcus oeni, 





previsoka koncentracija mlečne 
kisline in diacetila; 
geranijev ton; 
razgradnja vinske kisline; 
biogeni amini 
kontrola nastale mlečne kisline in 
zaustavitve JMKF ob previsoki 
koncentraciji le-te, 
dodatek ustrezne količine SO2, 
zmanjšanje pH vina pod 3,5 




tvorba ocetne kisline, etil acetata in 
acetaldehida v grozdnem soku, med 
maceracijo, po alkoholni fermentaciji 
in med skladiščenjem vina 
 
selekcija zdravih grozdnih jagod, 
dodatek ustrezne količine SO2, 
zmanjšati kontakt s kisikom 
 
2.2.3 Bistrenje in stabilizacija vina 
 
Vino je po zaključeni AF in JMKF motno in nestabilno, zato sta za ohranitev kakovosti vina 
potrebna postopka bistrenja in stabilizacije vina. Poleg topljencev in makromolekul vsebuje 
vino veliko raznolikost delcev, ki so odgovorni za nastanek meglice in usedline. Ti delci so 
večinoma mikroorganizmi (kvasovke in bakterije), kristali tartrata, koščki grozdne kožice in 
celičnih sten, ter agregati molekul ali makromolekul, ki so nastali med fermentacijo in 
maceracijo. Pri omenjenih delcih je pomembno razlikovati med koloidnimi delci, ki tvorijo 




Slika 1: Velikost delcev v vinu (Vernhet, 2018) 
 
Koloid je snov, dispergirana v drugi snovi tako, da so delci prve snovi veliki od 1 nm do 
1 µm. Gre za makromolekule, ki tvorijo koloidne raztopine, kot raztopljene komponente in 
koloidne delce, ki tvorijo disperzije. Koloidne makromolekule v vinu so polisaharidi, 
oligomerni in polimerni polifenoli ter proteini. Koloidni delci v vinu pa predstavljajo majhne 
agregate, ki izhajajo iz bakterij in koškov grozdnih kožic ali celic (Vernhet, 2018).  
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Namen bistrenja vina je odstraniti delce, ki so odgovorni za tvorbo meglice in pojav usedline, 
medtem ko je ohranjanje kakovosti vina povezano tudi z mikro- in makro-molekulami. Eden 
pomembnejših učinkov bistrenja vina je vpliv na mikrobiološko stabilnost vina, saj s 
postopki zmanjšamo prisotnost mikroorganizmov in s tem povečamo mikrobiološko 
stabilnost vina. Če zaradi prisotnosti koloidnih makromolekul v vinu nastane meglica in 
usedlina ter če ima prisotnost makromolekul vpliv na učinkovitost čiščenja oziroma bistrenja 
in stabilizacijo vina (Gautier, 2015; Maury in sod., 2016), imajo koloidne makromolekule 
prav tako odločilen vpliv na kakovost vina zaradi njihovega vpliva na okus in aromo vina 
(Diako in sod., 2016).  
 
Količino suspendiranih delcev v vinu lahko izmerimo z meritvami motnosti z nefelometrično 
metodo. Mlada rdeča vina po fermentaciji lahko dosežejo tudi po več sto nefelometričnih 
enot (NTU) motnosti zaradi visoke vsebnosti trdnih suspendiranih snovi. S postopki 
bistrenja želimo za rdeča vina doseči vrednost NTU 2 ali pod 2 (Vernhet, 2018). 
 
Poleg postopkov bistrenja in stabilizacije je filtracija bistveni separacijski postopek z 
namenom doseganja ter ohranjanja bistrosti in mikrobiološke stabilnosti vina. Pri vinu se 
postopki filtracije v glavnem izvajajo med pripravo za stekleničenje. Poznamo več 
postopkov filtracije, od katerih sta najbolj znana postopka čelne ali t. i. "dead-end" filtracije 
in pretočne ali t. i. "cross-flow" mikrofiltracije. Na izbiro postopka filtracije najbolj vpliva 
motnost vina in s tem prisotni delci ter mikroorganizmi v vinu (Vernhet, 2018). 
 
V primeru, kjer je potrebno sterilno (manj kot ena živa celica na steklenico) ali skoraj sterilno 
(manj kot ena živa celica na 100 mL vina) polnjenje vina, je potrebno pred stekleničenjem 
uporabiti membransko filtracijo vina. Membranska filtracija je fizikalno-kemijska tehnika 
ločevanja, pri katerem se vino prepušča preko površine membrane. Njena glavna lastnost je 
polprepustnost, kar pomeni, da nekatere snovi popolnoma prepušča, druge pa se zadržijo na 
površini membrane. Membranski filtri zadržijo zelo fine delce v redu velikosti od 1 do 0,001 
µm. Med membransko filtracijo uvrščamo tudi mikrofiltracijo, ki se uporablja pri filtraciji 
vina. Za zadržanje kvasovk in bakterij na površini membrane se pri mikrofiltraciji 
uporabljajo membrane s premerom por 0,45 ali 0,65 µm. Pri postopku čelne ali t. i. "dead-
end" filtracije se lahko membranska filtracija uporabi le z bistrim in predfiltriranim vinom, 
da se izognemo pretirani obraščenosti površine membran in zagotovimo pretok, skladen s 
konstantnim pretokom na polnilcu steklenic. Pri poskusih (poskusna serija) se uporabljajo 
0,65 µm membrane s premerom por 25 mm in dobro definirani tlačni pogoji, kadar je 
zahtevana membranska filtracija. Ti poskusi omogočajo izračun indeksa obraščanja 
membran (FI) in največji filtrirani volumen (Vmax), vrednosti, ki se uporabljajo za 




Mikrobiološka stabilizacija je odvisna od fizikalno-kemijskih lastnosti vina, kot so vrednost 
pH, vsebnost etanola in reducirajočih sladkorjev, ki močno vplivajo na rast in razvoj 
mikroorganizmov. Mikrobiološko stabilnost suhega rdečega vina pred stekleničenjem 
dosežemo s skoraj sterilno filtracijo (manj kot ena živa celica na 100 mL vina) in z ustrezno 
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uporabo dodatka SO2. Posebno pozornost moramo nameniti rdečemu vinu z visoko 
vrednostjo pH, saj se delež molekularnega SO2 močno zmanjša v vinu z vrednostjo pH v 
mejah normale. Ravno molekularna oblika SO2 v vinu je tista, ki deluje protimikrobno. 
Mikroorganizmi se zelo razlikujejo po občutljivosti na vsebnost SO2 (Du Toit in Pretorius, 
2000).  
 
Za vina z visoko koncentracijo reducirajočih sladkorjev ali vina, ki predstavljajo visoko 
tveganje za razvoj mikroorganizmov, se priporoča sterilna membranska filtracija ali "flash" 
pasterizacija. Postopek sterilne membranske čelne ali t.i. "dead-end" filtracije je možen le 
pri popolnoma predfiltriranem vinu, uporaba postopka pa je omejena na stekleničenje (Couto 
in sod., 2005). 
 
V primeru razvoja mikrobiološke nestabilnosti med staranjem vina je potrebna takojšnja 
stabilizacija, ki jo lahko dosežemo s prečnotočno ali t. i. "cross-flow" mikrofiltracijo, ne 
glede na prvotno motnost vina. Alternativni postopek sterilni filtraciji je "flash" 
pasterizacija. Pasterizacija omogoča toplotno uničenje prisotnih vegetativnih oblik 
mikroorganizmov, ki so glede na vrednost pH vina edina prisotna oblika mikroorganizmov. 
Postopki termične obdelave so odvisni od sestave vina in odpornosti prisotnih 
mikroorganizmov na temperaturo. Običajno se termična obdelava izvaja 20 sekund pri 
temperaturi okoli 70 °C, kar je dovolj za stabilizacijo suhega vina (Couto in sod., 2005). 
 
2.3 METODE ZA ANALIZO MIKROBNE POPULACIJE V VINU 
 
Glede na raznolikost mikroorganizmov, ki jih najdemo v procesu pridelave vina, so se 
številne študije osredotočile na dinamiko in interakcijo med mikroorganizmi. Za 
identifikacijo mikroorganizmov v vseh fazah pridelave vina lahko uporabimo široko paleto 
različnih metod. Te metode so klasične oz. fenotipske metode, metode, ki temeljijo na analizi 
DNA ter metode, odvisne/neodvisne od gojenja kulture (Ghosh, 2015).  
 
2.3.1 Klasične oz. fenotipske metode 
 
Klasične metode mikrobiološke kultivacije uporabljamo za določanje skupnega števila 
bakterij in kvasovk ali za odkrivanje prisotnosti določenih rodov in vrst mikroorganizmov. 
Za identifikacijo vrst različnih mikroorganizmov uporabljamo metodo mikroskopije za 
pregled morfoloških značilnosti celic izoliranih na selektivnih trdnih gojiščih in fiziološke 
ter biokemijske teste za identifikacijo kvasovk in bakterij (Marzano in sod., 2016). Za 
osnovno klasifikacijo izoliranih vrst upoštevamo morfologijo kolonij na gojišču, barvanje 
po Gramu, prisotnost katalaze in oksidaze ter rastne pogoje, kot so pomanjkanje kisika in 
rast na selektivnih gojiščih. Za podrobnejšo klasifikacijo sevov so potrebni nadaljnji testi, 
kjer ugotavljamo tip hemolize, prisotnost aminopeptidaz, ureaz, koagulaz, tvorbo indola in 
sposobnost rezistence. Na voljo so komercialni biokemijski testi za identifikacijo 
mikroorganizmov, kot sta sistema API in VITEK, s katerima je mogoče izvesti več testov 
hkrati. Vendar pa so omenjene metodo dolgotrajne, identifikacija mikroorganizmov je 
omejena na biokemijske karakterizacijske teste, ki ne omogočajo natančne identifikacije 
mikroorganizmov. Pomanjkljivost fenotipskih testov je tudi ta, da so zasnovani za določene 
rodove in skupine bakterij, zato jih ne moremo uporabiti za identifikacijo številnih različnih 
rodov mikroorganizmov (Böhme in sod., 2018). 
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina.  




Glavna omejitev metod, odvisnih od gojenja kulture je, da omogočajo le identifikacijo 
kultivabilnih in prevladujočih mikroorganizmov v vinu. Kljub temu lahko mikroorganizmi 
v različnih fazah pridelave vina postanejo manj aktivni. Tako se vrste mikroorganizmov, ki 
so manj številčne v določenih fazah pridelave, težko pridobijo in gojijo na gojiščih. 
Prilagoditev mikroorganizmov na gojišče prav tako predstavlja stresno situacijo in tako ovira 
rast na gojiščih, saj prenos mikroorganizmov iz njihovega okolja, ki je vino, v obogateno 
gojišče predstavlja določen stres, ki ga morda nekatere celice niso zmožne obvladovati in 
zato ne pride do rasti na gojiščih. Odkritje nekultivabilnih in počasi rastočih vrst kvasovk in 
bakterij lahko vodi do opisa novih mikroorganizmov (Serpaggi in sod., 2012; David in sod., 
2014). Spremembe pogojev za rast mikroorganizmov v vinu ali nenadne neugodne razmere, 
kot so visoka koncentracija SO2, spremembe v temperaturi, vrednosti pH in koncentraciji 
sladkorjev, pomanjkanje določenih hranil ter prisotnost določenih metabolitov, lahko 
povzročijo da del živih celic preide v VBNC stanje (Salma in sod., 2013). Ti mikroorganizmi 
so dormantni ali pa živi, vendar metabolno slabo aktivni in nesposobni rasti na gojišču. 
Zaradi prisotnosti sulfitov in pomanjkanja kisika v vinu, vinske kvasovke in MKB ter OKB 
preidejo v VBNC stanje (Millet in Lonvaud-Funel, 2000). Marzano in sod. (2016) so mnenja, 
da se je znanje o mikroorganizmih v vinu zadnja leta sicer povečalo, vendar je na tem 
področju potrebno še veliko raziskav, saj velike večine mikroorganizmov v VBNC stanju ni 
mogoče gojiti s standardnimi tehnikami. 
 
Metode, neodvisne od gojenja kulture, se izognejo postopku gojenja. Če primerjamo metode, 
odvisne od gojenja kulture in molekularne metode, neodvisne od gojenja kulture, so nekateri 
avtorji ugotovili, da so le-te boljše za odkrivanje pomembnih vrst mikroorganizmov (Boase 
in sod., 2013; Pandya in sod., 2017). 
 
2.3.2 Metode, ki temeljijo na analizi DNA 
 
Molekularne metode so zanesljivejše in hitrejše. Prednosti pomnoževanja in določanja 
nukleotidnega zaporedja so večja natančnost, občutljivost, robustnost in specifičnost, kar 
pomeni večje razlikovanje med tesno sorodnimi organizmi (Geiser in sod., 1998).  
 
Metode, ki temeljijo na analizi DNA, se uporabljajo na področju identifikacije 
mikroorganizmov in so dosegle izjemen pomen v laboratorijih za analizo živil. Molekula 
DNA se ne razgradi ob izpostavljenosti živila fizikalnim, kemijskim, toplotnim ali 
visokotlačnim pritiskom, zato lahko analiziramo DNA tudi v zelo obdelanih in/ali 
razgrajenih vzorcih živila. Z odkritjem metode PCR se je identifikacija mikroorganizmov, 
ki temelji na analizi nukleinskih kislin, dramatično izboljšala. Tako lahko gene, pomnožene 
z metodo PCR tudi sekvenciramo in identificiramo s primerjavo sekvenc, ki jih najdemo v 
referenčnih podatkovnih bazah kot je mednarodna baza nukleotidnih zaporedij, ki vključuje 
evropski nukleotidni arhiv – EBI, NCBI gensko banko in podatkovno banko DNA na 
Japonskem, kar omogoča inter- in intra-specifično razlikovanje izolatov (Mullis in Faloona, 
1989).   
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Za identifikacijo so primerni vsi odseki DNA, ki imajo dovolj različno nukleotidno 
zaporedje, da je mogoče razlikovanje med posameznimi vrstami. Zaželeno je, da je začetek 
in konec regije čimbolj konzervativen, saj lahko ta lastnost omogoča pomnoževanje več vrst 
z istimi oligonukleotidnimi začetniki. Pri kvasovkah uporabljamo notranjo prepisujočo 
regijo ribosomske DNA, regijo ITS. Geni so med seboj ločeni z dvema ITS regijami, to sta 
ITS1 med 18S podenoto in 5,8S podenoto, ter ITS2 med 5,8S podenoto in 28S podenoto. 
Notranji vmesni segmenti so visoko variabilni in vrsto specifični (Schoch in sod., 2012). Pri 
bakterijah uporabljamo za identifikacijo variabilno regijo 16S ribosomalnega gena (dolžina 
1500 nukleotidov). Gen za 16S rRNA vsebuje variabilne regije, ki so edinstvene za vsako 
vrsto mikroorganizmov, kar odraža genetsko evolucijo. Te ohranjene in variabilne regije 
omogočajo razlikovanje mikroorganizmov na ravni rodu in vrste (Stackebrandt in Goebel, 
1994; Andorra in sod., 2008; Cocolin in sod., 2013). Po pomnoževanju regij ITS z metodo 
PCR imamo več možnosti, najpogostejši sta restrikcijska analiza ali takojšnje določanje 
nukleotidnega zaporedja, ter primerjava zaporedij v genski knjižici GenBank s pomočjo 
orodja nBLAST (White in sod., 1990). 
 
Analiza DNA se pogosto uporablja tudi v filogenetskih študijah. Na ta način lahko določimo 
povezavo med izoliranimi sevi in referenčnimi sevi ali drugimi izolati. Na podlagi metode 
PCR je bilo razvitih več molekularnih metod, vključno z metodami, neodvisnimi od gojenja 
kulture, ki omogočajo hitrejšo identifikacijo in spremljanje mikroorganizmov, ki so prisotni 
v majhnem številu, kot tudi tistih, ki so v živem, vendar nekultivabilnem stanju (VBNC) 
(Andorra in sod., 2008; Cocolin in sod., 2013).  
 
2.3.2.1 PCR - polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (PCR-RFLP) 
 
Metoda PCR-RFLP je bila razvita za inter- in intra-specifično razlikovanje vinskih kvasovk 
in bakterij (Guillamon in Barrio, 2017). Temelji na zaznavi razlike velikosti zaporedja DNA 
med restrikcijskimi mesti. Za analizo je potrebna izolacija in pomnožitev molekule DNA z 
dobro definiranimi filogenetskimi genskimi markerji, kot je gen za 16S rRNA v primeru 
identifikacije bakterij in gen za ITS-5,8S rRNA-ITS2 regijo, ter gen za 26S rRNA v primeru 
identifikacije kvasovk (Leaw in sod., 2006). Po izolaciji in pomnožitvi molekule DNA, sledi 
restrikcija DNA z restrikcijskimi encimi, kjer nastanejo restrikcijski fragmenti, ki se z gelsko 
elektroforezo ločijo glede na dolžino baznih parov, pri čemer dobimo različne profile, ki so 
specifični za določeno vrsto mikroorganizma. Profile primerjamo z znano vrsto z namenom 
identifikacije izolata (Esteve-Zarzoso in sod., 1999). Z uporabo te metode so Espinosa in 
sod. (2000) brez predhodnega gojenja na ploščah identificirali vinske kvasovke. Ta metoda 
je bila uporabljena tudi pri identifikaciji vinskih bakterij. Tako so Sato in sod. (2000) 
izolirano vrsto MKB Oenococcus oeni identificirali z metodo PCR-RFLP. 
 
2.4 STATISTIČNE METODE ZA OBDELAVO PODATKOV 
 
2.4.1 Metoda glavnih komponent (PCA) 
 
Pri obdelavi podatkov se pogosto srečujemo z veliko količino spremenljivk, ki jih je z 
uporabo tradicionalne statistike težko interpretirati. PCA je matematični postopek, s katerim 
zmanjšamo število spremenljivk in vzpostavimo nove faktorje, imenovane glavne 
komponente. S tem zmanjšamo razsežnost podatkov, pri tem pa poizkušamo izgubiti čim 
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manj informacij. Prva glavna komponenta opiše največ razpršenosti osnovnih podatkov. 
Vsaka naslednja glavna komponenta je neodvisna od predhodne in opiše največ preostale 
razpršenosti podatkov. S PCA metodo ugotavljamo, kako so vzorci povezani med seboj ter 
katere spremenljivke prispevajo podobne informacije k PCA modelu in katere zagotavljajo 
edinstvene informacije o vzorcih (Ferreira in Tobyn, 2015). 
 
Glavni načini prikaza podatkov s PCA so opis variabilnosti sistema, točkovni diagram in 
težnostni diagram. Pri opisu variabilnosti sistema (ang.: variance explained) nam vrednost 
pove, koliko celotne razpršenosti je opisane z modelom. Točkovni diagram (ang.: scores 
plot) nam prikazuje razmerje med vzorci glede na njihovo relativno pozicijo na diagramu. 
Vzorci, ki so blizu drug drugemu, so si podobni, vzorci, ki so oddaljeni drug od drugega, 
kažejo različnost. S točkovnim diagramom ugotavljamo značilne vzorce podatkov, kot so 
združevanje (grupiranje) podatkov, trende in izredne dogodke (ang.: outliers). Iz točkovnega 
diagrama lahko izberemo posamezni vzorec in s pomočjo diagrama prispevkov spremenljivk 
(ang. contribution plot) opazujemo izbrani vzorec v primerjavi s povprečjem. Težnostni 
diagram (ang.: loadings plot) prikazuje vpliv, ki ga ima posamezna spremenljivka na glavno 
komponento. Bolj kot so spremenljivke oddaljene od središča diagrama, večji vpliv imajo 
na model. Spremenljivke, ki so na diagramu prikazane skupaj, pozitivno korelirajo med 
seboj (ko vrednost ene spremenljivke narašča, tudi vrednost druge spremenljivke narašča, in 
obratno). Spremenljivke, ki so prikazane na diagramu diagonalno, inverzno korelirajo med 
seboj (ko vrednost ene spremenljivke narašča, vrednost druge spremenljivke pada, in 
obratno). S težnostnim diagramom navadno prikazujemo prvi dve glavni komponenti. 
Korelacije med spremenljivkami lahko prikazujemo tudi s korelacijsko matriko (ang.: 
correlation matrix) (Ferreira in Tobyn, 2015).  
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3.1.1 Vzorci vina 
 
Za poskus smo uporabili 25 različnih vzorcev belega vina, 28 različnih vzorcev rdečega vina 
in 4 različne vzorce oranžnega vina. Vzorce belega vina smo označili od 1‒5, 11‒15, 21‒25, 
31‒35, 41‒45. Vzorce rdečega vina smo označili od 6‒10, 16‒20, 26‒30, 36‒40, 46‒50, 56‒
58. Vzorce oranžnega vina smo označili od 51‒54. Med potekom poskusa smo vzorce vina 
hranili v hladilniku pri T 4‒5 °C. 
 
3.1.2 Laboratorijski pribor 
 
 alufolija 
 avtoklavirni trak 
 avtomatske pipete (Eppendorf, Gilson) 
 bombažna vata 
 bris za meritev ATP bioluminiscence (3M™ Clean-Trace™ Water Plus-Total ATP) 
 filtri različnih premerov (2µm, 25µm) 
 glavnički za agarozno gelsko elektroforezo 
 kovinske žlice 
 kvarčna kiveta 
 laboratorijska steklovina (erlenmajerice, čase, merilni valji, epruvete, steklenice na 
navoj (Schott Duran®), lij) 
 laboratorijske rokavice (Kimtech) 
 mikrocentrifugirke različnih volumnov (Eppendorf) 
 mikrotitrske plošče (Thermo Fischer Scientific) 
 muha za magnetno mešalo 
 multikanalna pipeta (Eppendorf) 
 nastavki za pipete različnih volumnov (Eppendor, Gilson) 
 nosilec za agarozni gel 
 objektna in krovna stekelca za mikroskopiranje 
 parafilm (Bemis) 
 plastične cepilne zanke (Golias), falkonke, petrijevke, vrečke 
 spatula po Drigalskem 
 stojala za pipete, epruvete in mikrocentrifugirke 
 
3.1.3 Laboratorijske aparature 
 
 anaerobni lonci (Oxoid) 
 aparatura za PCR (Bio-Rad iCycler, Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400) 
 ATP luminometer (3M™ Clean-Trace™ NG) 
 avtoklav (Sutjeska) 
 centrifuge (5415C Mikrocentrifuga Eppendorf®, Sigma-Aldrich 3K30, Sigma-
Aldrich 2-15, MiniSpin® plus Eppendorf®) 
 detektor za fotografiranje agaroznega gela (Bio-Rad Gel Doc 2000) 
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 hladilnik (Gorenje) 
 inkubator (Kambič) 
 kadičke za agarozno gelsko elektroforezo (Bio-Rad) 
 laminarij (Iskra PIO LFVP 12) 
 magnetno mešalo (IKA) 
 mikrovalovna pečica (Sanyo) 
 napajalnik za elektroforezo (Bio-Rad) 
 naprava za elektroforezo v pulzirajočem polju (Bio-Rad CHEF-DR® III System) 
 pH meter skombinirano stekleno elektrodo (Mettler Toledo DL50 Graphix) 
 računalnik 
 svetlobni mikroskop (LEICA) 
 tehtnice (Sartorius analytic, EXACTA) 
 termoblok (Eppendorf) 
 turbidimeter (HACH 2100AN) 
 turbidimeter (Milwaukee Mi415) 
 UV-VIS spektrofotometer (Shimadzu UV-160 A) 
 vodna kopel (Kambič) 
 vrtinčnik (IKA® MS 3 basic) 
 zamrzovalna skrinja (BOSCH) 
 
3.1.4 Mikrobiološka gojišča 
 
Pri mikrobiološkem delu poskusa smo za gojenje kvasovk uporabili selektivno trdno gojišče 
OGY (Mossel in sod., 1962) in YPD, za gojenje mlečnokislinskih bakterij selektivno trdno 
gojišče MRS (de Man in sod., 1960) in za gojenje ocetnokislinskih bakterij trdno gojišče 
GYC (De Ley in sod., 1984), trdno gojišče AE (Entani in sod., 1985) ter trdno gojišče RAE 
(Sokollek in Hammes, 1997). 
 
3.1.4.1 Selektivno trdno gojišče za gojenje kvasovk 
 
Sestava selektivnega trdnega gojišča OGY: 
 komercialno pripravljeno gojišče OGY (BioLife): 28,5 g 
 antibiotik oksitetraciklin (BioLife): 7,5 mL 
 
Sestava selektivnega trdnega gojišča YPD s kloramfenikolom: 
 komercialno pripravljeno gojišče YPD (Sigma-Aldrich): 37,5 g 
 bakteriološki agar (BioLife): 15 g 
 antiobiotik kloramfenikol (založna koncentracija 100 g/L v etanolu): 750 µL 
(Založno koncentracijo kloramfenikola (Fluka™), smo pripravili tako, da smo raztopili 0,75 
g kloramfenikola v 7,5 mL 100 % etanola (Sigma-Aldrich) 
 
3.1.4.2 Selektivno trdno gojišče za gojenje mlečnokislinskih bakterij 
 
Sestava selektivnega trdnega gojišča MRS: 
 komercialno pripravljeno gojišče MRS (Merck Millipore): 51,15 g 
 antibiotik cikloheksimid (Merck Millipore) – založna koncentracija 10 µg/mL: 7,5 
mL 
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
31 
 paradižnikova mezga: 150 mL 
 
3.1.4.3 Trdna gojišča za gojenje ocetnokislinskih bakterij 
 
Sestava trdnega gojišča GYC: 
 glukoza (KEMIKA): 37,5 g 
 kvasni ekstrakt (BioLife): 7,5 g 
 kalcijev karbonat (KEMIKA): 22,5 g 
 bakteriološki agar (BioLife): 18,5 g 
 
Sestava trdnega gojišča AE: 
 kvasni ekstrakt (BioLife): 2,25 g 
 bakteriološki pepton (BioLife): 2,25 g 
 glukoza (KEMIKA): 56,25 g 
 bakteriološki agar (BioLife): 6,75  
 ocetna kislina 100 %: 22,5 mL 
 etanol 96 % (Sigma-Aldrich): 22,5 mL 
 
Sestava trdnega gojišča RAE: 
 glukoza (KEMIKA): 30 g 
 bakteriološki pepton (BioLife): 7,5 g 
 kvasni ekstrakt (BioLife): 7,5 g 
 citronska kislina (Sigma-Aldrich): 1,0275 g 
 Na2HPO4 x 2H2O (Sigma-Aldrich): 2,535 g 
 bakteriološki agar (BioLife): 7,5 g 
 ocetna kislina 100 %: 7,5 mL 
 etanol 96 % (Sigma-Aldrich): 7,5 mL 
 
3.1.4.4 Priprava selektivnih trdnih gojišč 
 
Gojišča smo pripravili tako, da smo v 1000 mL steklenice dodali za gojišča OGY in GYC 
750 mL destilirane vode, za gojišče MRS 600 mL destilirane vode, za gojišče AE 700 mL 
destilirane vode in za gojišče RAE 750 mL. Destilirani vodi smo dodali ustrezno količino 
reagentov, glede na to katero gojišče smo pripravljali. Vse skupaj smo dobro premešali in 
raztopili ter avtoklavirali pri tlaku 1,1 bar, temperaturi 121 °C in času 15 minut. Po 
avtoklaviranju smo gojišča ohladili na približno 60 °C in v gojišče OGY, aseptično dodali 
ustrezen volumen oskitetraciklina, v gojišče YPD ustrezen volumen kloramfenikola, v 
gojišče MRS ustrezen volumen cikloheksimida in paradižnikove mezge ter v gojišče AE in 
RAE ustrezen volumen ocetne kisline in etanola. Gojišča smo pazljivo premešali in 
aseptično razlili v sterilne petrijeve plošče. Počakali smo nekaj časa, da se plošče strdijo in 
ohladijo, ter jih pospravili v hladilnik na približno T 5 °C.  
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3.1.5 Reagenti za izolacijo DNA 
 
3.1.5.1 Reagenti za izolacijo kvasne DNA 
 
Kvasno DNA smo izolirali z Master Pure™ Yeast DNA Purification Kit (Epicentre). Pri tem 
smo uporabili naslednje reagente:  
 raztopina za lizo kvasnih celic (Yeast Cell Lysis Solution) 
 reagent za precipitacijo proteinov (MPC Protein Precipitation) 
 encim RNAza (5µg/µL)  
 pufer TE 
 izopropanol 
 70 % etanol 
 
3.1.5.2 Reagenti za izolacijo bakterijske DNA 
 
Bakterijsko DNA smo izolirali s PrepMan™ Ultra Sample Preparation Reagent (Thermo 
Fischer Scientific). 
 
3.1.6 Reagenti za verižno reakcijo s polimerazo (PCR) 
 
Mešanica za PCR 
 
Mešanico za PCR smo pripravili s pripravkom Taq 2X Master mix (BioLabs), ki vsebuje 
Taq DNA-polimerazo, dNTPs, MgCl2, KCl in reakcijski pufer PCR. Poleg termostabilne 
DNA polimeraze vsebuje PCR mešanica tudi par oligonukleotidnih začetnikov. Za PCR 
mešanico pri kvasni DNA smo uporabili začetna oligonukleotida ITS1 in ITS4. Za PCR 
mešanico pri bakterijski DNA pa smo uporabili začetna nukleotida 518R in 27F. Oba para 
oligonukleotidnih začetnikov sta bila predhodno razredčena v razmerju 5:100 z vodo PCR 
(Sigma-Aldrich). Rehidrirane in razredčene oligonukleotidne začetnike smo shranili v 
zamrzovalniku pri -20 °C. K omenjenim sestavinam PCR mešanice smo dodali tudi ustrezno 
količino PCR vode.  
 
Preglednica 5: Uporabljeni oligonukleotidni začetniki 
Ime Zaporedje Avtor 
ITS1 5`-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3` White in sod., 1990 
ITS4 5`-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3` White in sod., 1990 
27F 5`-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3` Lane in sod., 1991 
518R 5`-GTATTACCGCGGCTGCTGG-3` Edwards in sod., 1989 
 
Preglednica 6: Začetne in končne koncentracije uporabljenih reagentov za mešanico PCR 
Reagenti Začetna koncentracija Končna koncentracija 
Taq 2X Master mix 2,0 x 1,0 x 
Začetni oligonukleotid ITS1/ITS4 10 µM 0,5 µM 
Začetni oligonukleotid 27F/518R 10 µM 0,5 µM 
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3.1.7 Reagenti za restrikcijo regije ITS kvasovk in regije 16S rDNA bakterij 
 
Pri restrikciji tako ribosomskih regij kvasovk kot bakterij, smo uporabili dva restrikcijska 
encima in dva restrikcijska pufra. Tako smo naredili dve restrikcijski mešanici, kateri smo 
uporabili za restrikcijo regij. 
 
Restrikcijska mešanica A za 1 vzorec: 
 restrikcijski encim HhaI/CfoI (Thermo Fischer Scientific): 0,2 µL 
 restrikcijski pufer (Thermo Fischer Scientific): 1 µL 
 voda PCR (Sigma-Aldrich): 3,8 µL 
 
Restrikcijska mešanica B za 1 vzorec: 
 restrikcijski encim HaeIII (Thermo Fischer Scientific): 0,2 µL 
 restrikcijski pufer (Thermo Fischer Scientific): 1 µL 
 voda PCR (Sigma-Aldrich): 3,8 µL 
 
Preglednica 7: Restrikcijski encim in prepoznavno mesto (Thermo Fisher Scientific, 2018a; 2018b) 
Encim Prepoznavno mesto 
HhaI/CfoI 5` …GCG↓C … 3` 
3` … C↑GCG … 5` 
HaeIII 5` … GG↓CC … 3` 
3` … CC↑GG … 5` 
 
3.1.8 Reagenti za agarozno gelsko elektroforezo 
 
Za pripravo 1 % agaroznega gela smo uporabili: 
 agaroza (Sigma-Aldrich): 1,8 g 
 pufer TAE (1 x): 180 mL 
 barvilo SYBR® Safe DNA: 7 µL 
 
Za pripravo 2,5 % agaroznega gela smo uporabili: 
 agaroza (Sigma-Aldrich): 4,5 g  
 pufer TAE (1 x): 180 mL 
 barvilo SYBR® Safe DNA: 7 µL 
 
Sestava 50 x pufra TAE (Raspor in sod., 2001): 
 Tris baza: 242 g 
 Na2EDTA x H2O 
 ocetna kislina: 57,1 mL 
 do 1 L destilirane vode 
 pH = 8,5 
 
V 1000 mL čašo smo zatehtali tris bazo, ocetno kislino, Na2EDTA x H2O, dodali vodo in 
raztopili s pomočjo magnetnega mešala. S pomočjo ocetne kisline smo uravnali pH vrednost 
na 8,5. Pufer smo sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 20 min., 1,1 bar). 
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Sestava 1 x pufra TAE: 
 50 x pufer TAE: 20 mL 
 destilirana voda: 980 mL 
 
Za pripravo 1 x pufra TAE smo v 1000 ml čašo nalili 20 mL 50 x TAE pufra in dodali 
destilirano vodo do oznake 1000 mL.  
 
Molekulski označevalec dolžin pomnožkov DNA 
 DNA lestvica-GeneRuler™ 100 bp (Thermo Fischer Scientific): 4 µL 
 nanašalni pufer, 6 x (Thermo Fischer Scientific): 2 µL 
 voda za PCR (Sigma-Aldrich): 5 µL 
 
3.1.9 Reagenti za čiščenje PCR pomnožkov 
 
Pri čiščenju PCR pomnožkov smo uporabili High Pure PCR Product Purification Kit 
(ROCHE), ki vsebuje naslednje reagente: 
 pufer za vezavo: 5 x količina PCR pomnožka 
 pufer za spiranje: 700 µL 
 pufer za elucijo: 20 µL 
 
3.2 METODE  
 
Eksperimentalni del smo razdelili na mikrobiološki del, vinarski del, fizikalno-kemijski del 
in statistično obdelavo podatkov. Potek poskusa je predstavljen na sliki 2. Poskus smo 
izvedli v laboratoriju za vinarstvo Katedre za tehnologije rastlinskih živil in vino, ter v 
laboratoriju za živilsko mikrobiologijo Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost 
živil, Biotehniške fakultete v Ljubljani. Fizikalno-kemijski del poskusa smo izvedli na 
Kmetijsko gozdarskem zavodu v Novi Gorici.  
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3.2.1 Mikrobiološki del 
 
3.2.1.1 Merjenje prisotnosti živih mikroorganizmov 
 
Merjenje prisotnosti živih mikroorganizmov smo izvedli z metodo ATP bioluminiscence. 
Gre za encimsko katalizirano kemijsko reakcijo, v sklopu katere se sproščena energija 
uporabi za nastanek električno vzbujenega produkta, ki odda foton. Bioluminiscenca nastane 
ob delovanju encima luciferaza na substrat luciferin ob prisotnosti kisika. Substrat se vrne v 
nevzbujeno stanje, ko odda foton svetlobne energije (Vodopivec in Raspor, 2004).  
 
ATP je sestavina živih celic vseh organizmov in sodeluje pri prenosu energije. ATP je 
prisoten v treh različnih oblikah in sicer poznamo mikrobni ATP znotraj živih 
mikroorganizmov; somatski, nemikrobni ATP znotraj rastlinskih in živalskih celic ter 
zunajcelični ali prosti ATP iz celičnih razkrojkov ali poškodovanih mikrobnih celic 
(Vodopivec in Raspor, 2004). 
 
Ugotavljanje koncentracije mikroorganizmov z merjenjem ATP bioluminiscence temelji na 
merjenju svetlobe, ki se kot stranski produkt sprosti med biokemično reakcijo – encimsko 
pretvorbo luciferina v oksiluciferin. Pri tem je ključni že omenjen encim luciferaza, vendar 
so potrebni še Mg 2+ ioni in ATP (Smole Možina, 2002). 
 
Emisija svetlobe se meri z luminometrom pri 562 nm v RLU. Pri standardiziranih reakcijskih 
pogojih je izmerjen delež svetlobe sorazmeren količini ATP v vzorcu. Količina ATP je v 
metabolno aktivnih mikrobnih celicah relativno konstantna, zato je delež izmerjene svetlobe 
praviloma sorazmeren s številom živih celic v vzorcu. Metoda nam ne daje nikakršne 
možnosti razlikovanja med mikroorganizmi, torej je uporaba le za hitro določanje relativno 
visoke skupne mikrobne populacije (Smole Možina, 2002).  
 
Pri poskusu smo uporabili metodo 3M Clean Trace Hygiene Management System. Pred 
izvedbo metodo smo pripravili vzorce belega in rdečega vina tako, da smo vzorce nalili v 50 
mL centrifugirke, jih centrifugirali 5 min pri pogojih 1000 g in 24 °C. Supernatant smo odlili 
in k usedlini prilili fiziološko raztopino. Centrifugirke smo dobro premešali in izmerili 
prisotnost živih mikroorganizmov. Za določanje vsebnosti ATP signala smo uporabili 
fotometer s fotopomnoževalko 3M™ Clean-Trace™ NG luminometer in brisno palčko za 
detekcijo 3M™ Clean-Trace™ Water Plus-Total ATP.  
 
Brisno palčko smo pomočili v centrifugirko, kjer je bila usedlina vina pomešana z fiziološko 
raztopino. Brisno palčko smo vstavili nazaj v tulec in stisnili, da se je prebila opna, ki deli 
bris od predpripravljene raztopine reagentov in encimov. Brisno palčko smo nato vstavili v 
ATP luminometer in izvedli merjenje. Rezultat smo odčitali v enotah RLU v manj kot 10 
sekundah.  
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Slika 3: Prikaz merjenja ATP bioluminiscence (InspectUSA®, 2018) 
 
3.2.1.2 Nacepljanje vzorcev na selektivna trdna gojišča 
 
Vzorce vina smo pred nacepljanjem redčili po Kochu do redčitve 10-3, kot prikazuje slika 4. 
Vzorce smo nacepili na gojišča kot je prikazano na sliki 4, katera prikazuje nacepljanje 
vzorca na eno vrsto gojišča. Vsega skupaj smo imeli pet različnih trdnih selektivnih gojišč 
in sicer OGY, MRS, GYC, AE in RAE. Na posamezno gojišče smo aseptično s pipeto dodali 
100 µL vzorca in ga razmazali s spatulo po Drigalskem. Po končanem nacepljanju smo 
petrijevke obrnili in jih dali na inkubacijo. Gojišča OGY, GYC, AE in RAE smo postavili v 
inkubator na 28 °C, kjer so bile aerobne razmere za približno 3‒5 dni. Gojišča MRS pa smo 
postavili v anaeroben lonec, kamor smo pred zaprtjem lonca dodali vrečko, ki ustvari 
anaerobne razmere za približno 7 dni. 
 
 
Slika 4: Shema redčitve po Kochu in nacepljanja vzorca (O.I.V., 2010) 
 




Po inkubaciji selektivnih trdnih gojišč, smo prešteli značilne kolonije v tistih petrijevkah, 
kjer je zrastlo števno število kolonij. Pri tem smo upoštevali števno ploščo za bakterije in 
kvasovke s 15‒300 kolonijami. Število mikroorganizmov v vzorcu lahko izračunamo na več 
načinov, odvisno od števnih plošč.  
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Če imamo števne plošče oz. gojišča pri več razredčitvah vzorca, izračunamo število 





                         (1) 
 
N število mikroorganizmov v vzorcu (CFU/mL, CFU/g) 
∑C vsota vseh kolonij na števnih ploščah 
n1 število petrijevk-gojišč pri prvi razredčitvi vzorca 
n2 število petrijevk-gojišč pri drugi razredčitvi vzorca 
R prva razredčitev vzorca, pri kateri smo prešteli kolonije 
 
Če imamo števne plošče oz. gojišča le pri eni razredčitvi vzorca, izračunamo število 





                        (2) 
 
N število mikroorganizmov v vzorcu (CFU/mL, CFU/g) 
np povprečno število kolonij 
R razredčitev vzorca, pri kateri smo prešteli kolonije 
 
Če so plošče pri vseh razredčitvah neštevne, podamo rezultat kot oceno števila 
mikroorganizmov, ki jo izračunamo po naslednji formuli (Jeršek, 2013): 
 
N* < 1/R                      (3) 
 
N* ocena števila mikroorganizmov v vzorcu (CFU/mL, CFU/g) 
R najmanjša razredčitev vzorca z neštevnimi ploščami  
 
Izolacija čiste kulture 
 
Izolacijo čiste kulture smo izvedli z namenom pridobitve enega rodu ali vrste 
mikroorganizmov za nadaljnjo uporabo kolonij pri metodi verižne reakcije s polimerazo. 
Izbrali smo eno izmed kolonij in jo redko precepili v primeru kvasovk na trdno selektivno 
gojišče YPD s kloramfenikolom, v primeru mlečnokislinskih bakterij pa na trdno selektivno 
gojišče MRS do posameznih kolonij. Za precepljanje smo uporabili plastično cepilno zanko 
oz. ezo. V primeru kvasovk smo gojišča inkubirali 3‒5 dni pri T 28 °C in aerobnih razmerah, 
medtem ko smo v primeru mlečnokislinskih bakterij uporabili anaeroben lonec z vrečko, ki 
ustvari anaerobne razmere, katerega smo postavili na inkubacijo za približno 7 dni pri T 37 
°C. Po končani inkubaciji smo plošče hranili v hladilniku na približno 5 °C. 
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3.2.1.4 Izolacija kvasne in bakterijske DNA 
 
Izolacija kvasne DNA 
 
Izolacijo kvasne DNA smo izvedli z MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit (Epicentre). 
V mikrocentrifugirke proizvajalca Eppendorf smo dodali 150 µL "Yeast Cell Lysis 
Solution", kvasno biomaso iz selektivnih gojišč in 0,5 µL encima RNaza. Mešanice smo 
resuspendirali na vrtinčniku, jih inkubirali v termobloku pri 65 °C za 15 min. in po končani 
inkubaciji postavili za 5 min. na led. Mešanicam smo dodali 75 µL "MPC Protein 
Precipitation Reagent", ki vsebuje ocetno kislino in obori proteine ter jih dobro premešali z 
vrtinčnikom približno 10 s. Ostanke celic smo odcentrifugirali pri 10.000 obr/min za 10 min. 
Supernatante smo previdno odpipetirali in jih prenesli v sveže mikrocentrifugirke, katerim 
smo dodali 250 µL izopropanola. Mikrocentrifugirke smo premešali z obračanjem. DNA 
smo scentrifugirali pri 10.000 obr/min za 10 min. S pipeto smo previdno odstranili 
supernatante in jih zavrgli. Ostankom oz. peletom smo dodali 0,3 mL 70 % etanola. 
Mešanice smo centrifugirali pri 10.000 obr/min za 3 minute. Etanol smo previdno 
odpipetirali in ostanek etanola scentrifugirali pri 10.000 obr/min za 3 minute. Etanol smo 
previdno odpipetirali in DNA na koncu resuspendirali v 20 µL pufra TE.  
 
Izolacija bakterijske DNA 
 
Izolacijo bakterijske DNA smo izvedli po protokolu PrepMan™ Ultra Sample Preparation 
Reagent (Thermo Fischer Scientific). V mikrocentrifugirke proizvajalca Eppendorf smo 
dodali 100 µL PrepMan-a in bakterijsko biomaso iz selektivnih gojišč. Mešanice smo 
resuspendirali na vrtinčniku približno 30 s in jih inkubirali v termobloku pri 100 °C za 10 
min. Po končani inkubaciji smo celice scentrifugirali pri 16.000 g za 2 minuti. Supernatant 
smo previdno odpipetirali in ga približno 50 µL prenesli v svežo mikrocentrifugirko. 
 
3.2.1.5 Pomnoževanje regij DNA z metodo PCR 
 
Pred pomnoževanjem kvasne in bakterijske DNA za RFLP, smo oba para oligonukletiodnih 
začetnikov odmrznili, polimerazo Taq pa smo tekom izvedbe hranili na ledu. Para 
oligonukleotidnih začetnikov smo pred dodatkom v PCR mešanico premešali na vrtinčniku. 
Taq polimerazo, oligonukleotidne začetnike in DNA smo na kratko centrifugirali. PCR 
mešanico in sicer 27 µL smo odpipetirali v PCR mikrocentrifugirke, kateri smo dodali 3 µL 
kvasne oz. bakterijske DNA. PCR mikrocentrifugirke smo na kratko premešali in jih prenesli 
v napravo za PCR, kjer smo vključili protokol za pomnožitev določenih regij.  
 
Protokol za pomnoževanje DNA z oligonukleotidnima začetnikoma ITS1/ITS4 in 
518R/27F: 
 začetna denaturacija: 95 °C, 5 min 
 denaturacija: 94 °C, 1 min 
 prileganje: 55,5 °C, 2 min 
 podaljševanje: 72 °C, 2 min 
 končno podaljševanje: 72 °C, 10 min 
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3.2.1.6 Restrikcija regij kvasovk in bakterij 
 
Za restrikcijo regij kvasovk in regij bakterij smo uporabili ista restrikcijska encima in sicer 
HhaI in HaeIII ter pripadajoča restrikcijska pufra. Odvisno od števila vzorcev smo v 
mikrocentrifugirke dodali ustrezno količino restrikcijskega pufra, encima in PCR vode. V 
PCR mikrocentrifugirke smo dodali 5 µL restrikcijske mešanice in 5 µL PCR pomnožka. 
PCR mikrocentrifugirke smo inkubirali dve uri pri 37 °C, tako da je potekla restrikcija PCR 
pomnožkov. 
 
3.2.1.7 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Za preverjanje uspešnosti pomnožitve tarčnega dela DNA smo uporabili 1 % agarozni gel, 
medtem ko smo za preverjanje uspešnosti restrikcije regij uporabili 2,5 % agarozni gel. 
Agarozna gela smo pripravili tako, da smo za 1 % gel v steklenico zatehtali 1,8 g agaroze; 
za 2,5 % gel pa smo v steklenico zatehtali 4,5 g agaroze. V steklenico smo dolili 180 mL 1x 
pufra TAE in dobro premešali. V mikrovalovni pečici smo raztopino z agarozo do konca 
raztopili in jo nato ohladili na približno 60 °C. Ko je bila raztopina primerno ohlajena smo 
ji dodali 7 µL barvila SYBR® Safe DNA Gel Stain in jo razlili v nosilec z glavnički. Gel se 
je strdil po približno 20 min in takrat smo odstranili glavničke, nosilec z gelom pa smo 
vstavili v kadičko za elektroforezo, ki je bila napolnjena z 1 x pufrom TAE. V luknjice gela 
smo nanesli vzorce, katerim smo predhodno dodali 6 x nanašalni pufer in PCR vodo. Poleg 
vzorcev smo na gel nanesli tudi lestvico DNA. Nastavili smo pogoje elektroforeze: 180 volt, 
400 mA in 50 min. Po končani elektroforezi smo gel prenesli v komoro za fotografiranje 
agaroznega gela (Bio-Rad) in ga obdelali z računalniškim programom Quantity One (Bio-
Rad). 
 
3.2.1.8 Čiščenje PCR pomnožkov 
 
Za čiščenje PCR pomnožkov smo uporabili High Pure PCR Product Purification Kit 
(ROCHE). V mikrocentrifugirke smo dodali 10 µL PCR pomnožkov. Dodali smo 5 x 
količino pufra za vezavo. S pipeto smo dobro premešali in prenesli vsebine na filter kolone. 
Filter kolone smo vstavili v zbiralne kolone. Vsebine smo centrifugirali pri 14.000 obr/min 
1 min. V zbiralnih kolonah je bila tekočina, katero smo odlili in na filter kolone dodali 500 
µL pufra za spiranje. Ponovno smo centrifugirali vsebine pri 14.000 obr/min 1 min. Tekočine 
v zbiralni koloni smo odlili in dodali na filter kolone 200 µL pufra za spiranje. Sledilo je 
centrifugiranje vsebin pri 14.000 obr/min 1 minuto. Zbiralne kolone smo zavrgli in filter 
kolone prenesli v sveže mikocentrifugirke. Na filter kolone smo dodali 20 µL pufra za elucijo 
in centrifugirali vsebine pri 14.000 obr/min 1 min. Tekočine v mikrocentrifugirki so nam 
predstavljale očiščene PCR pomnožke. 
 
3.2.1.9 Sekvenciranje PCR pomnožkov 
 
Za sekvenciranje smo uporabili mikrodilucijsko ploščico. V vsako luknjico ploščice smo 
dodali 5 µL ustreznega začetnega oligonukleotida in 5 µL očiščenega PCR pomnožka. Za 
kvasovke smo uporabili začetna oligonukleotida ITS1 in ITS4, ter za mlečnokislinske 
bakterije začetna oligonukleotida 27F in 518R. Pripravljene plošče smo dobro zatesnili in 
jih do pošiljanja shranili v zamrzovalniku pri T -20 °C. Očiščene in pripravljene pomnožke 
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PCR za sekvenciranje, smo poslali na sekvenciranje v komercialni laboratorij za 
sekvenciranje. 
 
3.2.2 Vinarski del 
 
3.2.2.1 Določanje barve 
 
Določanje barve belih vin in oranžnih vin 
 
Vzorce smo brez predhodne razredčitve odpipetirali v kvarčno kiveto (10 mm) in izmerili 
absorbanco vzorca pri valovni dolžini 420 nm z UV-VIS spektrofotometrom, proti slepemu 
vzorcu (voda). Z istim postopkom smo posneli absorpcijski spekter vzorcev v območju 
valovne dolžine med 380 nm in 440 nm.  
 
Intenziteto barve belih in oranžnih vin (I) smo izračunali s pomočjo naslednje formule 
(Košmerl in Kač, 2010): 
 
I = A420                     (4) 
 
Določanje barve rdečih vin 
 
Vzorce smo razredčili v razmerju 1:10 z raztopino za razredčevanje, za katero smo uporabili 
deionizirano vodo. Raztopini za razredčevanje smo z dodatkom H2SO4 in s pH metrom 
predhodno uravnali pH vrednost na 3,5. Vzorce smo razredčili tako, da smo 2 mL vzorca 
rdečega vina odpipetirali v stekleno epruveto in dodali 18 mL raztopine za razredčevanje. 
Dobro smo premešali in odpipetirali vzorec iz epruvete v kvarčno kiveto ter izmerili 
absorbanco pri valovnih dolžinah 420 nm, 520 nm in 620 nm proti slepemu vzorcu (voda). 
Z istim postopkom smo posneli absorpcijski spekter vzorca v območju valovne dolžine med 
420 nm in 620 nm.  
 
Intenziteto barve rdečih vin (I) smo izračunali s pomočjo naslednje formule (Košmerl in 
Kač, 2010): 
 
I = ∑ (A420 + A520 + A620)                    (5) 
 
Odtenek oz. ton barve smo izračunali s pomočjo naslednje formule (Košmerl in Kač, 2010): 
 
ton = A420/A520                     (6) 
 
Pri omenjenih izračunih smo upoštevali razredčitev vzorca (R), ki je znašala faktor 10. 
 
Delež (%) rdeče barve, tj. prostih in vezanih antocianov v obliki flavilijevega kationa smo 
izračunali s pomočjo naslednje formule (Košmerl in Kač, 2010): 
 
dAF (%) = (A520 - 
(𝐴420+𝐴620)
2
 ) x 
1
𝐴520
 x 100                 (7)  
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3.2.2.2 Kvalitativna testa 
 
Test na zraku 
 
Vzorce belega in rdečega vina smo prefiltrirali skozi laboratorijski filter papir s premerom 
por 25 µm in filter papir z modrim trakom s premerom por 2 µm. Za poskus smo potrebovali 
po 30 mL vsakega filtrata, ki smo ga prefiltrirali direktno v 150 mL erlenmajerice, katere 
smo zamašili z vato. Pustili smo jih na sobni temperaturi na približno 24 °C za vsaj 72 ur 
(O.I.V., 2010).  
 
Test v inkubatorju 
 
Vzorce belega in rdečega vina smo prefiltrirali skozi laboratorijski filter papir s premerom 
por 25 µm in filter papir z modrim trakom s premerom por 2 µm. Za poskus smo potrebovali 
po 30 mL vsakega filtrata, ki smo ga prefiltrirali direktno v 150 mL erlenmajerice, katere 
smo zamašili z vato. Prenesli smo jih v inkubator in pustili na temperaturi 30 °C za vsaj 72 
ur (O.I.V., 2010). 
 
 
Slika 5: Shema kvalitativnih testov (legenda: a = laboratorijski filter papir, b = filter papir z modrim trakom, 
inkub. = inkubator) 
 
3.2.2.3 Merjenje motnosti suspenzije z metodo turbidimetrije 
 
Motnost vzorcem belega, rdečega in oranžnega vina smo določili turbidimetrično z dvema 
turbidimetroma in sicer s turbidimetrom znamke Milwaukee Mi415 in s turbidimetrom 
znamke HACH 2100 AN. Turbidimetru, ki opravlja meritve pri sipanju svetlobe pod kotom 
90 °C, pravimo nefelometer. Ta nam izmeri motnje potovanja svetlobe skozi tekočino, ki jih 
povzročijo trdni delci v tekočini. Enota za merjenje motnosti je NTU (O.I.V., 2011). Filtratu 
skozi laboratorijski filter papir in filter papir z modrim trakom smo izmerili motnost ob času 
0 in po treh dneh. Motnost smo izmerili s turbidimetrom Milwaukee Mi415, kjer smo 
opravili pet ponovitev in s turbidimetrom HACH 2100 AN, kjer smo opravili tri ponovitve. 
V primeru turbidimetra HACH 2100 AN smo rezultat odčitali po 1 minuti merjenja. Motnost 
merjena ob času 0 oz. začetek kvalitativnih testov smo poimenovali kontrola.  
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3.2.3 Fizikalno – kemijski del 
 
3.2.3.1 Analiza "WineScan" 
 
Analizo "WineScan" smo izvedli na Kmetijsko gozdarskem zavodu v Novi Gorici (KGZ 
NG) s pomočjo aparata WineScan™ Foss (WineScan FT 120) s katerim smo določili 
osnovne fizikalno-kemijske parametre vina kot so gostota, reducirajoči sladkorji, hlapne 
kisline itd. Aparat WineScan FT 120 proizvajalca FOSS deluje na principu infrardeče 
spektroskopije in omogoča hitre analize glavnih fizikalno-kemijskih parametrov. Sama 
metoda ne zahteva predpriprave vzorca (FOSS, 2018). 
 
3.2.4 Statistična obdelava podatkov 
 
3.2.4.1 Analiza glavnih komponent (PCA) 
 
PCA model smo razvili s pomočjo programa SIMCA 14.1. Kot kvantitativne spremenljivke 
smo uporabili enajst fizikalno-kemijskih parametrov vina, to so: vsebnost alkohola, 
reducirajočih sladkorjev, skupnih in hlapnih kislin, jabolčne, mlečne, citronske in vinske 
kisline, raztopljenega CO2, ter vrednosti pH in FC indeksa. Fizikalno-kemijske parametre 
smo določili vzorcem belega vina (N = 25), vzorcem rdečega vina (N = 28) in vzorcem 
oranžnega vina (N = 4). Pri izgradnji modela smo upoštevali dobljeni prvi dve glavni 
komponenti ter rezultate prikazali z opisom variabilnosti sistema, točkovnim diagramom, 
diagramom prispevka za izbrane vzorce, težnostnim diagramom in korelacijsko matriko. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 MIKROBIOLOŠKA ANALIZA IZBRANIH VIN 
 
4.1.1 Določanje koncentracije živih mikroorganizmov z ATP bioluminiscenco 
 
Pri poskusu smo uporabili metodo ATP bioluminiscence. Pred izvedbo metode smo 
pripravili vzorce belega, rdečega in oranžnega vina tako, da smo vzorce nalili v 50 mL 
centrifugirke, jih centrifugirali 5 min pri pogojih 1000 g in 24 °C. Supernatant smo odlili in 
k usedlini prilili fiziološko raztopino. Centrifugirke smo dobro premešali in izmerili 
prisotnost živih mikroorganizmov.  
 
Za določanje količine molekule ATP smo uporabili fotometer s fotopomnoževalko 3M™ 
Clean-Trace™ NG luminometer in brisno palčko za detekcijo 3M™ Clean-Trace™ Water 
Plus-Total ATP. Rezultat smo odčitali v enotah RLU v manj kot 10 sekundah. 
 
S pomočjo umeritvenih krivulj, ki so predstavljene v Prilogi A, smo izračunali število celic 
v mL vzorca. Korelacijo med metodo štetja kolonij na ploščah in metodo ATP 
bioluminiscence smo prikazali na sliki 6 in 7.  
 
 
Slika 6: Korelacija med metodo štetja kolonij kvasovk na ploščah in metodo ATP bioluminiscence 
 
Korelacija med metodo štetja kolonij kvasovk na ploščah in metodo ATP bioluminiscence 
je zelo nizka, koeficient korelacije (R2) je 0,2085. Pri izračunu korelacije nismo upoštevali 
vzorcev z neštevnimi ploščami. Glede na zelo nizek koeficient korelacije lahko trdimo, da 
metoda ATP bioluminiscence ni zanesljiva, saj na meritev najverjetneje vpliva matriks 
živila, v našem primeru vino. V vinu so lahko prisotni majhni koščki grozdne kožice, pečk, 
peclja, kar pomeni da nemikrobni ATP znotraj rastlinskih celic ali prosti ATP iz celičnih 
razkrojkov vpliva na povišano vrednost meritve. Vrednost je lahko visoka, ne le zaradi 
prisotnih mikroorganizmov, ki jih morda v vzorcu sploh ni, ampak tudi zaradi preostalih 
celic ali poškodovanih mikrobnih celic. Metoda ATP bioluminiscence je ena redkih metod, 
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ki daje rezultat takoj oz. v nekaj minutah, brez zapletene predhodne priprave vzorca. Zaradi 
poteka encimske reakcije je metoda občutljiva na okoljske dejavnike, kot so temperatura in 
vrednost pH. Ena izmed omejitev je slaba občutljivost, saj je reakcija zaznavna šele pri 
visoki kontaminaciji. Vpliv na vrednost meritve ima tudi stanje prisotnih mikroorganizmov, 
ki določa hitrost pretvorbe ATP v celicah. Slabost metode je tudi ta, da ne daje nikakršne 
možnosti razlikovanja med mikroorganizmi (Smole Možina, 2002). 
 
 
Slika 7: Korelacija med metodo štetja kolonij MKB na ploščah in metodo ATP bioluminiscence 
 
Korelacija med metodo štetja kolonij MKB na ploščah in metodo ATP bioluminiscence je 
prav tako zelo nizka, koeficient korelacije (R2) je 0,0851. Pri izračunu korelacije nismo 
upoštevali vzorcev z neštevnimi ploščami. Nizek koeficient korelacije lahko pripišemo 
podobnim razlogom, kot v primeru korelacije, ki je predstavljena na sliki 6.  
 
4.1.2 Določanje koncentracije mikroorganizmov v vzorcih vina s kultivacijo na 
selektivnih gojiščih 
 
Iz vzorcev belega, rdečega in oranžnega vina smo pripravili redčitvene vrste in jih nacepili 
na pet različnih trdnih selektivnih gojišč. Za rast kvasovk smo uporabili trdno gojišče OGY, 
za rast MKB smo uporabili trdno gojišče MRS, za rast OKB pa smo uporabili trdna gojišča 
GYC, AE in RAE. Na selektivnih gojiščih smo pridobili veliko mikrobno pestrost že na 
nivoju morfologije kolonij. Za lažjo predstavo smo določene kolonije mikroskopirali in 
lahko le domnevali za katere vrste mikroorganizmov gre. V Prilogi C so zbrani mikroskopski 
posnetki različnih vrst mikroorganizmov. Z namenom pridobitve enega rodu ali vrste 
mikroorganizmov smo izvedli postopek izolacije čiste kulture. Za precepljanje smo uporabili 
ista gojišča in pogoje za rast MO, kot pri nacepljanju vzorcev vina na selektivna gojišča. 
Izolirane čiste kulture smo potrebovali pri izvedbi metode PCR. V Prilogi B so predstavljeni 
primeri trdnih selektivnih gojišč YPD in MRS z izoliranimi čistimi kulturami različnih vrst 
kvasovk in MKB.  
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Po končani inkubaciji nacepljenih plošč z različnimi vzorci vina, smo plošče pregledali in 
na števnih ploščah določili število kolonij ter s pomočjo formul 1, 2 in 3 izračunali 
koncentracijo (CFU/mL) kvasovk, MKB in OKB. Končni izračuni so prikazani v preglednici 
8 na strani 50. 
 
Iz preglednice 8 je razvidno, da je bilo največje število kvasovk (CFU/mL) izračunano v 
vzorcu belega vina (1), kjer je število znašalo 2,8 x 106, medtem ko je bilo najmanjše število 
izračunano v vzorcu rdečega vina (46) in je znašalo 1,5 x 102. Razlika med vzorcema je 
glede na število kvasovk obsegala 4 potence. V obeh vzorcih smo identificirali dve različni 
vrsti kvasovk in sicer v primeru belega vina kvasovko vrste S. cerevisiae, v primeru rdečega 
vina pa kvasovko vrste Dekkera bruxellensis.  
 
Pri vzorcih 36, 42 in 43 so bile plošče neštevne, saj je na najnižji redčitvi zrastlo manj kot 
15 kolonij, zato smo podali le oceno števila kvasovk. Kljub temu pa je bilo dovolj zrastlih 
kolonij, da smo iz omenjenih vzorcev izolirali in identificirali kvasovki vrste 
Zygosaccharomyces bailii in Saccharomyces cerevisiae. 
 
V vzorcih 10, 11, 16, 26, 28, 49, 51, 52 in 54 ni bilo rasti kvasovk na gojiščih. 
 
Največja koncentracija MKB je bila v vzorcu belega vina 45 (3,05 x 106 CFU/mL), kjer smo 
identificirali dve vrsti MKB in sicer Lactobacillus hilgardi in Lactobacillus casei. 
Najmanjšo koncentracijo MKB smo izračunali v vzorcu rdečega vina (19) in je znašala 1,5 
x 102 CFU/mL.  
 
V devetih vzorcih vina smo identificirali OKB in sicer bakterijo vrste Acetobacter 
pasteurianus. Največja koncentracija OKB je bila v vzorcu oranžnega vina 51 in je znašala 
2,7 x 104 CFU/mL, medtem ko smo najmanjšo koncentracijo izračunali v vzorcu rdečega 
vina 56 in sicer 5,0 x 102 CFU/mL. Pri vzorcu 57 so bile plošče neštevne, zato smo podali 
oceno OKB, vendar smo kljub temu identificirali vrsto OKB Acetobacter pasteurianus. V 
drugih vzorcih rasti na trdnih gojiščih za OKB ni bilo.  
 
4.1.3 Restrikcija ribosomskih regij kvasovk in bakterij 
 
S pridobitvijo čiste kulture posameznih vrst MO smo lahko izolirali DNA kvasovk s kitom 
za izolacijo DNA kvasovk, MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit in DNA bakterij z 
reagentom za izolacijo bakterijske DNA, PrepMan™ Ultra Sample Preparation Reagent. 
Z reakcijo PCR smo pomnožili izolirano DNA vzorcev. ITS regijo kvasovk smo pomnožili 
z uporabo oligonukleotidnih začetnikov ITS1 in ITS4, medtem ko smo ribosomsko regijo 
16S bakterijske DNA pomnožili z uporabo oligonukleotidnih začetnikov 518R in 27F. Za 
restrikcijo ribosomskih regij kvasovk in bakterij smo uporabili ista restrikcijska encima in 
sicer HhaI in HaeIII ter pripadajoča restrikcijska pufra. Razrezane pomnožke smo ločili z 
agarozno gelsko elektroforezo. Na slikah 8 in 9 sta prikazana primera ločevanja restrikcijskih 
fragmentov s PCR pomnožene regije ITS kvasovk. V obeh primerih smo uporabili 
restrikcijski encim HaeIII.  
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Slika 8: Primer ločevanja restrikcijskih fragmentov pomnožkov PCR regije ITS kvasovk, z agarozno gelsko 
elektroforezo (legenda: S = standardna lestvica 100 baznih parov, bp = bazni pari) 
 
Slika 9: Primer ločevanja restrikcijskih fragmentov pomnožkov PCR regije ITS kvasovk, z agarozno gelsko 
elektroforezo (legenda: S = standardna lestvica 100 baznih parov, bp = bazni pari) 
 
4.1.4 Identifikacija mikroorganizmov v vzorcih vina 
 
Restrikcijske fragmente kvasovk in bakterij smo obdelali z računalniškim programom 
BioNumerics 7.5, v katerem smo jih z drevesom podobnosti razvrstili v genetsko podobne 
skupine. Iz vsake skupine smo izbrali po enega predstavnika, katerega očiščen produkt PCR 
smo poslali na sekvenciranje v komercialni laboratorij za sekvenciranje. 
 
Identificirane vrste mikroorganizmov so prikazane v preglednici 8 na strani 50. Med 
pridelavo vina se prisotnosti nezaželenih mikroorganizmov ne moremo izogniti, saj je z 
njimi okuženo že grozdje in vinarska oprema (Bavčar, 2013). Ugodni pogoji pospešujejo 
rast in razmnoževanje kvarljivcev, ki povzročajo mikrobiološko nestabilnost vina. Ti pogoji 
so (Košmerl, 2017): hranilne snovi (glukoza, dušik), vsebnost molekularnega kisika (več kot 
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0,25 mg/L), temperatura nad 13 °C, koncentracija alkohola (manj kot 13 vol. %), SO2 (manj 
kot 0,8 mg/L molekularne oblike) in čas (približno 6‒10 mesecev po končani AF). 
 
Na ovirano rast in delovanje mikroorganizmov v vinu pa vplivajo višja koncentracija SO2, 
višje skupne kisline in nižji pH, višje koncentracije alkohola, manjše koncentracije 
reducirajočih sladkorjev in nizke temperature skladiščenja (Bavčar, 2013). Trdimo lahko, da 
suha vina z manj kot 4 g/L sladkorja in 10 kvasnimi celicami ostanejo mikrobiološko 
stabilna, prav tako tudi vina s 100 kvasnimi celicami, manj kot 2 g/L sladkorja in višjo 
alkoholno stopnjo (Košmerl, 2017).  
 
Če primerjamo največjo izmerjeno motnost vzorcev belega (255,8 NTU), rdečega (979 
NTU) in oranžnega vina (57,6 NTU) z identificirani mikroorganizmi, ugotovimo da so v 
vzorcih 42, 50 in 52 identificirane skoraj iste vrste mikroorganizmov in sicer v vseh 
omenjenih vzorcih smo potrdili vrsto MKB Oenococcus oeni, v vzorcih 42 in 50 še kvasovko 
vrste Saccharomyces cerevisiae, v vzorcu 52 pa smo identificirali še vrsto OKB Acetobacter 
pasteurianus. Vzorcem je skupni vol. % alkohola, ki je okoli 10 vol. %. Vzorec 42 je imel 
visoko koncentracijo reducirajočih sladkorjev in sicer 11,92 g/L, kar je lahko razlog za rast 
kvasovk vrste S. cerevisiae, saj so ravno reducirajoči sladkorji glavno hranilo za te kvasovke. 
Možna pa je tudi druga razlaga, da je rast vrste MKB O. oeni povzročila zaustavitev 
alkoholne fermentacije in s tem negativno vplivala na mikrobiološko stabilnost vina in 
presnovo sladkorjev do etanola. Kot posledica delovanja kvasovk vrste S. cerevisiae pri 
vzorcu 42 so tudi višje hlapne kisline v primerjavi z drugimi vzorci vina.  
 
Na povečano motnost vzorcev pa lahko poleg mikroorganizmov vplivajo tudi drugi veliki 
delci, agregati kristali tartrata itd., ki lahko preidejo skozi laboratorijski filter papir. S 
primerjavo najmanjše izmerjene motnosti vzorcev belega in rdečega vina smo ugotovili, da 
so kljub ustrezni motnosti okoli 0 NTU, v vzorcih bili prisotni mikroorganizmi in sicer 
kvasovke vrste S. cerevisiae v vzorcu 24, Zygosaccharomyces bailii v vzorcu 36 in Dekkera 
bruxellensis v vzorcu 38. Poleg kvasovk smo v vzorcu 38 identificirali še vrsto MKB 
Lactobacillus hilgardi. Kljub visokim vol. % alkohola (12‒14 vol. %), nizki koncentraciji 
reducirajočih sladkorjev (1,5‒1,8 g/L) in visokim skupnim kislinam (okoli 6 g/L) ti pogoji 
niso bili dovolj uspešni pri zaviranju rasti mikroorganizmov. Pri vzorcih oranžnega vina smo 
izmerili najmanjšo motnost v vzorcu 54, vendar je kljub vsemu bila višja od priporočljive in 
je znašala po filtriranju skozi laboratorijski filter papir okoli 16 NTU. V vzorcu smo 
identificirali vrsto MKB O. oeni in vrsto OKB A. pasteurianus. Kvasovke v tem vzorcu 
nismo identificirali. Tudi v tem primeru lahko trdimo, da rast ni bila ovirana, saj so MO kljub 
visoki alkoholni stopnji (14,30 vol. %) uspešno rastli.  
 
V trinajstih vzorcih smo identificirali več kot dve različni vrsti mikroorganizmov, od tega v 
treh vzorcih po štiri različne vrste MO. V vzorcu 44 smo identificirali kvasovko vrste S. 
cerevisiae, vrsti MKB O. oeni, Lactobacillus hilgardi in vrsto OKB A. pasteurianus. V 
vzorcu 56 in 58 smo identificirali kvasovki vrste S. cerevisiae, D. bruxellensis, vrsto MKB 
O. oeni in vrsto OKB A. pasteurianus. Vsem vzorcem je skupna visoka izmerjena motnost 
130‒180 NTU, kar potrdi dejstvo, da prisotni kvarljivci povzročajo motnost vina. 
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Izračunana koncentracija kvasovk je bila v vzorcu 44 (2,6 x 106 CFU/mL), vzorcu 56 (2,9 x 
105 CFU/mL), in vzorcu 58 (1,5 x 106 CFU/mL). Koncentracija MKB je znašala v vzorcu 
44 (1,2 x 105 CFU/mL), vzorcu 56 (2,6 x 106 CFU/mL) in vzorcu 58 (2,9 x 106 CFU/mL). 
Kljub vsemu da so bile izračunane koncentracije OKB nižje, pa smo vseeno v vseh vzorcih 
identificirali kvarljivce. Koncentracija OKB je bila v vzorcu 44 (6,0 x 102 CFU/mL), vzorcu 
56 (5,0 x 102 CFU/mL) in vzorcu 58 (1,4 x 104 CFU/mL). Vzorcu 44 smo izmerili 14 vol. 
% alkohola, nizko koncentracijo reducirajočih sladkorjev (1,53 g/L) in najnižjo 
koncentracijo skupnih kislin (3,84 g/L) in s tem najvišjo vrednost pH (3,98). Vzorcema 56 
in 58 smo izmerili zelo podobne fizikalno-kemijske lastnosti.  
 
Kvasovko vrste D. bruxellensis smo identificirali v desetih vzorcih vina. Vzorcu 58, kjer 
smo poleg kvasovke vrste D. bruxellensis identificirali še druge vrste MO, smo izmerili 
visoko povprečno motnost in sicer 240 NTU. Kjer smo identificirali le kvasovko vrste D. 
bruxellensis, je bila izmerjena motnost vzorca 9 NTU. Rezultati so pričakovani, saj 
prisotnost MO v vzorcu povzroča motnost in večja koncentracija le-teh povzroča v večini 
izmerjenih vzorcih večjo motnost. 
 
V vzorcu 47 smo identificirali kvasovko vrste D. bruxellensis in vrsto MKB O. oeni. 
Povprečna izmerjena motnost je bila okoli 20 NTU. Vzorcu 47 smo z analizo "WSC" določili 
fizikalno-kemijske parametre, ki jih lahko povežemo s rastjo kvarljivcev. Vzorec je vseboval 
9 vol. % alkohola, kar je za oviranje rasti MO premalo. Koncentracija reducirajočih 
sladkorjev je bila nizka (1,75 g/L), izstopale pa so vrednosti skupnih (12,07 g/L) in hlapnih 
kislin (3,78 g/L), kar nakazuje na rast kvasovk in bakterij kvarljivk. Prav vzorcu 47 smo 
izmed vseh vzorcev izmerili najvišjo koncentracijo skupnih in hlapnih kislin.  
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Preglednica 8: Primerjava rezultatov merjenja ATP bioluminiscence, koncentracije kvasovk, MKB in OKB ter identificiranih vrst v vzorcih vina 
Št. Barva vina ATP Kvasovke MKB OKB 
Identificirana vrsta/vrste 
  (RLU) (CFU/mL) (CFU/mL) (CFU/mL) 
1 belo 144434 2,8 x 106 1,1 x 103 0 Saccharomyces cerevisiae 
2 belo 657 6,4 x 102 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
3 belo 1032 1,2 x 103 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
4 belo 311 5,1 x 103 3,9 x 103 0 Saccharomyces cerevisiae, Dekkera bruxellensis 
5 belo 72364 1,1 x 105 2,3 x 105 0 Dekkera bruxellensis, Zygosaccharomyces bailii, Pichia membranifaciens, Oenococcus oeni 
6 rdeče 3291 6,4 x 103 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
7 rdeče 10205 1,3 x 105 1,5 x 105 0 Saccharomyces cerevisiae 
8 rdeče 951 8,4 x 102 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
9 rdeče 3159 6,0 x 104 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
10 rdeče 14 0 0 0 / 
11 belo 1149 0 0 0 / 
12 belo 119020 2,5 x 106 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
13 belo 23 3,2 x 102 0 0 Zygosaccharomyces bailii 
14 belo 2481 1,5 x 105 0 0 Saccharomyces kudriavzevii 
15 belo 2385 2,6 x 104 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
16 rdeče 8 0 5,0 x 102 0 / 
17 rdeče 389 2,0 x 105 0 0 Dekerra bruxellensis 
18 rdeče 9364 2,0 x 105 0 0 Pichia manshurica, Pichia membranifaciens, Dekkera bruxellensis 
19 rdeče 7809 2,4 x 105 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
20 rdeče 10081 2,6 x 105 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
21 belo 394 2,6 x104 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
22 belo 164 2,3 x104 2,8 x 102 0 Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus hilgardi 
23 belo 719 1,1 x 105 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
24 belo 21 1,6 x 105 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
25 belo 1103 4,1 x 104 0 0 Zygosaccharomyces bailii 
26 rdeče 41 0 0 0 / 
27 rdeče 20 1,9 x 102 0 0 Pichia manshurica, Zygosaccharomyces bailii 
28 rdeče 11 0 0 0 / 
29 rdeče 19 2,6 x 102 1,5 x 102 0 Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces cerevisiae 
30 rdeče 313 2,4 x 104 0 0 Saccharomyces paradoxus 
31 belo 44844 1,7 x 106 1,6 x 106 0 Nakazawaea holstii, Oenococcus oeni 
"se nadaljuje"  
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"nadaljevanje preglednice 8: Primerjava rezultatov merjenja ATP bioluminiscence , koncentracije kvasovk, MKB in OKB ter identificiranih vrst v vzorcih vina" 
 
Št. Barva vina ATP Kvasovke MKB OKB 
Identificirana vrsta/vrste 
  (RLU) (CFU/mL) (CFU/mL) (CFU/mL) 
32 belo 2617 1,3 x 103 2,4 x 103 0 Nakazawaea holstii, Lactobacillus hilgardi 
33 belo 7797 1,6 x 104 2,8 x 105 0 Nakazawaea holstii, Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus hilgardi 
34 belo 71 5,1 x 102 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
35 belo 1304 1,1 x 105 1,5 x 105 0 Dekkera bruxellensis, Oenococcus oeni 
36 rdeče 43 N < 1/10-1 0 0 Zygosaccharomyces bailii 
37 rdeče 57 1,6 x 102 2,0 x 103 0 Zygosaccharomyces bailii, Oenococcus oeni 
38 rdeče 33 2,5 x 102 6,6 x 103 0 Dekkera bruxellensis, Lactobacillus hilgardi 
39 rdeče 34 1,1 x 103 0 0 Saccharomyces cerevisiae, Pichia membranifaciens 
40 rdeče 471 3,0 x 103 0 0 Zygosaccharomyces bailii, Pichia manshurica 
41 belo 12285 2,7 x 104 1,6 x 105 0 Dekkera bruxellensis, Saccharomyces cerevisiae, Oenococcus oeni 
42 belo 17 N < 1/10-1 6,0 x 102 0 Saccharomyces cerevisiae, Oenococcus oeni 
43 belo 18 N < 1/10-1 0 0 Saccharomyces cerevisiae 
44 belo 1252 2,6 x 106 1,2 x 105 6,0 x 102 Saccharomyces cerevisiae, Oenococcus oeni, Lactobacillus hilgardi, Acetobacter pasteurianus 
45 belo 5427 1,4 x 105 3,1 x 106 0 Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus hilgardi, Lactobacillus casei 
46 rdeče 100 1,5 x 102 2,0 x 105 1,8 x 103 Dekkera bruxellensis, Oenococcus oeni, Acetobacter pasteurianus 
47 rdeče 12 2,6 x 104 2,3 x 104 0 Dekkera bruxellensis, Oenococcus oeni 
48 rdeče 102 2,2 x 104 2,7 x 106 0 Saccharomyces cerevisiae, Oenococcus oeni 
49 rdeče 44 0 0 0 / 
50 rdeče 2478 2,8 x 104 5,5 x 103 0 Saccharomyces cerevisiae, Oenococcus oeni 
51 oranžno 959 0 2,1 x 105 2,7 x 104 Oenococcus oeni, Acetobacter pasteurianus 
52 oranžno 5465 0 1,1 x 104 1,1 x 104 Oenococcus oeni, Acetobacter pasteurianus 
53 oranžno 904 4,0 x 102 1,5 x 106 2,5 x 104 Oenococcus oeni, Pediococcus parvulus, Acetobacter pasteurianus 
54 oranžno 2101 0 2,5 x 106 1,4 x 104 Oenococcus oeni, Acetobacter pasteurianus 
56 rdeče 10940 2,9 x 105 2,6 x 106 5,0 x 102 Saccharomyces cerevisiae, Dekkera bruxellensis, Oenococcus oeni, Acetobacter pasteurianus 
57 rdeče 857 1,8 x 106 9,5 x 103 N < 1/10-1 Saccharomyces cerevisiae, Oenococcus oeni, Acetobacter pasteurianus 
58 rdeče 
 
35250 1,5 x 106 2,9 x 106 1,4 x 104 Saccharomyces cerevisiae, Dekkera bruxellensis, Oenococcus oeni, Acetobacter pasteurianus 
Legenda: Št. = številka vzorca; MKB = mlečnokislinske bakterije; OKB = ocetnokislinske bakterije;  = vzorci belega vina;  = vzorci rdečega vina;  = vzorci 
oranžnega vina
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Na sliki 10 je predstavljen delež identificiranih vrst mikroorganizmov v vzorcih belega, 
rdečega in oranžnega vina. Pri eksperimentu smo uporabili 25 različnih vzorcev belega vina, 
28 različnih vzorcev rdečega vina in 4 različne vzorce oranžnega vina. Skupaj smo 
identificirali trinajst različnih vrst MO, med katere sodijo kvasovke, MKB in OKB.  
 
Nekatere vrste MO smo identificirali le v vzorcih belega vina, druge pa le v vzorcih rdečega 
in oranžnega vina. Iz slike 10 je razvidno, da smo tako v vzorcih belega in rdečega vina, kot 
tudi v vzorcih oranžnega vina, identificirali vrsto MKB Oenococcus. oeni in vrsto OKB 
Acetobacter pasteurianus. 
 
V 68 % vzorcev belega vina smo identificirali kvasovko vrste Saccharomyces cerevisiae, 
medtem ko smo jo identificirali v 46 % vzorcih rdečega vina. Kvasovko vrste D. bruxellensis 
smo identificirali v 12 % vzorcev belega vina in 29 % vzorcev rdečega vina. Kvasovko vrste 
Zygosaccharomyces bailii smo podobno identificirali tako v vzorcih belega kot vzorcih 
rdečega vina in sicer v 12‒14 % vzorcev. Podobno zastopanost smo ugotovili pri kvasovki 
vrste Pichia membranifaciens, kjer je zastopanost 4‒7 % vzorcev belega in rdečega vina. V 
12 % in 4 % vzorcev belega vina smo identificirali kvasovki vrste Nakazawaea holstii in 
Saccharomyces kudriavzevii. Do podobne ugotovitve smo prišli pri vzorcih rdečega vina, 
kjer smo v 11 % in 7 % identificirali kvasovki vrste Pichia manshurica in Saccharomyces 
paradoxus.  
 
Kot sem že omenila, smo vrsto MKB Oenococcus oeni identificirali v 24 % vzorcev belega 
vina, 29 % vzorcev rdečega vina in kar 100 % vzorcev oranžnega vina. Vrsta MKB 
Lactobacillus hilgardi predstavlja 20 % vzorcev belega vina in 4 % vzorcev rdečega vina. 
V 4 % vzorcev belega vina smo identificirali vrsto MKB Lactobacillus casei, medtem ko 
smo drugo vrsto MKB Pediococcus parvulus identificirali v 25 % vzorcev oranžnega vina. 
Vrsta OKB Acetobacter pasteurianus je bila identificirana v 4 % vzorcev belega vina, 14 % 
vzorcev rdečega vina in 100 % vzorcev oranžnega vina.  
 
Rezultati identifikacije mikroorganizmov so pokazali, da smo v vzorcih belega vina 
identificirali deset različnih vrst mikroorganizmov. Sledijo vzorci rdečega vina z devet 
različnimi identificiranimi vrstami mikroorganizmov. Najmanj različnih vrst 
mikroorganizmov smo identificirali v vzorcih oranžnega vina, kar pa ne pomeni, da so vzorci 
bolj mikrobiološko stabilni, ravno nasprotno, le-ti so se pokazali kot najbolj nestabilni.   
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 




Slika 10: Delež zastopanosti identificiranih vrst mikroorganizmov v vzorcih belega (N = 25), rdečega (N = 28) 
in oranžnega (N = 4) vina  
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4.2 REZULTATI FIZIKALNE ANALIZE IZBRANIH VIN 
 
4.2.1 Določanje barve 
 
4.2.1.1 Rezultati določanja barve vzorcev belih vin 
 
Za določanje barve vzorcev belega vina (N = 25), smo uporabili spektrofotometrično metodo 
in z UV-VIS spektrofotometrom neposredno (brez predhodne redčitve) izmerili absorbanco 
pri valovni dolžini 420 nm. Barvo smo določili ob času 0, ki nam predstavlja kontrolo, in po 
opravljenih kvalitativnih testih na zraku in v inkubatorju po 72 urah. Pred izvedbo 
kvalitativnih testov smo vzorce predhodno prefiltrirali skozi laboratorijski filter papir s 
premerom por 25 µm in skozi filter papir z modrim trakom s premerom por 2 µm. Z istim 
postopkom smo posneli absorpcijski spekter vzorcev v območju valovne dolžine med 380 
nm in 440 nm. Primer absorbcijskih spektrov je predstavljen v Prilogi G. 
 
V Prilogi D so predstavljeni vsi rezultati določanja barve vzorcev belega vina. 
 
 
Slika 11: Primerjava povprečnih vrednosti intenzitete barve pri valovni dolžini 420 nm v vzorcih belega vina 
(N = 25), filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b) po opravljenih 
kvalitativnih testih 
 
Na sliki 11 so predstavljene primerjave povprečnih vrednosti intenzitete barve v vzorcih 
belega vina. Na barvo belih vin vplivajo neflavonoidni fenoli kot so hidroksicimetne kisline, 
kaftarna, kumarna in fertarna kislina. V belih vinih je prisotnih tudi nekaj flavonolov, ki se 
izločajo počasneje, zato je njihova prisotnost večja v primeru maceracije bele drozge. Na 
rumeno obarvanost mladih belih vin vplivata flavonola kvercetin in kamferol. Rumeni 
odtenki v zrelih belih vinih pa so posledica oksidacije fenolnih spojin (Bavčar, 2013).  
 
V primeru vzorcev, filtriranih skozi laboratorijski filter papir, smo določili najvišje 
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določili po testu v inkubatorju. Sledijo kontrolni vzorci, kjer so vrednosti za 17,3 % nižje od 
testa na zraku. 
 
V primeru vzorcev, filtriranih skozi filter papir z modrim trakom, smo določili najvišje 
povprečne vrednosti po opravljenem testu v inkubatorju. Sledijo povprečne vrednosti 
vzorcev po opravljenem testu na zraku, ki so skoraj iste kot pri testu v inkubatorju. Najnižje 
vrednosti pa smo prav tako določili v primeru vzorcev pri kontroli, kjer so vrednosti za 21,2 
% nižje od testa v inkubatorju.  
 
Standardni odklon podatkov je tako pri filtriranih vzorcih skozi laboratorijski filter papir kot 
skozi filter papir z modrim trakom najvišji pri testu v inkubatorju in najnižji pri kontroli.  
 
Vzorci, filtrirani skozi laboratorijski filter papir, so v skladu s pričakovanji, saj smo izmerili 
višje vrednosti kot vzorcem filtriranim skozi filter papir z modrim trakom, kjer so dobljene 
vrednosti skoraj prepolovljene.  
 
Območje meritev je v primeru filtriranih vzorcev skozi laboratorijski filter papir od 
najmanjše izmerjene absorbance 0,664 pri vzorcu 24 po testu na zraku, do največje izmerjene 
vrednosti absorbance 1,233 pri vzorcu 44 po opravljenem testu v inkubatorju. 
 
Pri filtriranih vzorcih skozi filter papir z modrim trakom smo ugotovili, da ima največjo 
izmerjeno absorbanco 0,535 vzorec 44 po testu v inkubatorju, najmanjšo izmerjeno 
absorbanco 0,044 pa vzorec 12 pri kontroli. 
 
4.2.1.2 Rezultati določanja barve vzorcev oranžnih vin 
 
Za določanje barve vzorcev oranžnega vina (N = 4), smo uporabili spektrofotometrično 
metodo in z UV-VIS spektrofotometrom neposredno (brez predhodne redčitve) izmerili 
absorbanco pri valovni dolžini 420 nm. Barvo smo določili ob času 0, ki nam predstavlja 
kontrolo, in po opravljenih kvalitativnih testih na zraku in v inkubatorju po 72 urah. Pred 
izvedbo kvalitativnih testov smo vzorce predhodno prefiltrirali skozi laboratorijski filter 
papir s premerom por 25 µm in skozi filter papir z modrim trakom s premerom por 2 µm. Z 
istim postopkom smo posneli absorpcijski spekter vzorcev v območju valovne dolžine med 
380 nm in 440 nm. Primer absorpcijskih spektrov je predstavljen v Prilogi G. 
 
V prilogi E so predstavljeni vsi rezultati določanja barve vzorcev oranžnega vina. 
 
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 




Slika 12: Primerjava povprečnih vrednosti intenzitete barve pri valovni dolžini 420 nm v vzorcih oranžnega 
vina (N = 4), filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b) po 
opravljenih kvalitativnih testih 
 
Na sliki 12 so predstavljene primerjave povprečnih vrednosti intenzitete barve v vzorcih 
oranžnega vina. V primeru testa na zraku in testa v inkubatorju, imajo filtrirani vzorci skozi 
laboratorijski filter papir primerljive vrednosti. Isto lahko potrdimo v primeru filtriranih 
vzorcev skozi filter papir z modrim trakom. Standardni odklon podatkov je prav tako 
primerljiv med vzorci in ni večjih odstopanj predvsem zaradi manjšega števila vzorcev v 
primerjavi z vzorci belega ali rdečega vina, kjer je tudi območje meritev manjše.  
 
V primeru kontrole je povprečna vrednost vzorcev filtriranih skozi laboratorijski filter papir 
za 16,6 % nižja v primerjavi s testom v inkubatorju. Do večjega odstopanja prihaja v primeru 
vzorcev, filtriranih skozi filter papir z modrim trakom, kjer je povprečna vrednost pri 
kontroli za 28,4 % nižja v primerjavi s testom v inkubatorju. Območje meritev znaša v 
primeru filtriranih vzorcev skozi laboratorijski filter papir od najmanjše izmerjene 
absorbance 0,635 pri vzorcu kontrole 51, do največje izmerjene absorbance 0,979 pri vzorcu 
53 po testu v inkubatorju. V primeru filtriranih vzorcev skozi filter papir z modrim trakom 
je območje meritev od najmanjše izmerjene absorbance 0,373 pri vzorcu kontrole 52, do 
največje izmerjene absorbance 0,631 prav tako pri vzorcu 53 po testu v inkubatorju.  
 
4.2.1.3 Rezultati določanja intenzitete barve vzorcev rdečih vin 
 
Za določanje barve vzorcev rdečega vina (N = 28), smo uporabili spektrofotometrično 
metodo in z UV-VIS spektrofotometrom s predhodno redčitvijo vzorcev izmerili absorbanco 
pri valovni dolžini 420, 520 in 620 nm. Za redčitev vzorcev smo uporabili pufrno raztopino, 
katere pH je čim bolj enak pH analiziranim vzorcem. Vsota absorbanc nam predstavlja 
intenziteto barve. Barvo smo določili ob času 0, ki nam predstavlja kontrolo in po 
opravljenih kvalitativnih testih na zraku in v inkubatorju po 72 urah. Pred izvedbo 
kvalitativnih testov smo vzorce predhodno prefiltrirali skozi laboratorijski filter papir s 
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postopkom smo posneli absorpcijski spekter vzorcev v območju valovne dolžine med 420 
nm in 620 nm. Primer absorpcijskih spektrov je predstavljen v Prilogi G. 
 




Slika 13: Primerjava povprečnih vrednosti intenzitete barve pri valovni dolžini 420, 520, 620 nm v vzorcih 
rdečega vina (N = 28), filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b) 
po opravljenih kvalitativnih testih 
 
Na sliki 13 so predstavljene primerjave povprečnih vrednosti intenzitete barve v vzorcih 
rdečega vina. Za barvo rdečega vina so odgovorni antociani. V grozdju se nahajajo kot 
monoglukozidi, med seboj sta povezana fenolna spojina antocianidina in ena molekula 
glukoze. Razmerja in koncentracije antocianov se spreminjajo in vplivajo na odtenek in 
intenziteto barve. V rdečih vinih pride do procesa kopigmentacije, kjer se antociani vežejo 
v obarvane komplekse med antociani samimi in antociani z drugimi fenolnimi spojinami ali 
organskimi kislinami. Kopigmentacija vpliva na povečanje intenzitete barve in spremembo 
absorpcijskega maksimuma. Obarvanost vina je odvisna od pH vrednosti, koncentracije 
alkohola in SO2. Manjša pH vrednost pomeni več najbolj zaželene ionizacijske oblike 
(flavilijev kation) in zato bolj intenzivno barvo (Bavčar, 2013). Z naraščanjem vrednosti pH, 
večanjem koncentracije SO2 in večanjem koncentracije alkohola se zmanjšujeta absorbanci 
pri 420 nm in 520 nm.  
 
Vzrok za zmanjševanje intenzitete barve je izginjanje prostih antocianov, izguba polimerov 
s sesedanjem in vezavo na protein ter spremembe na polimerih, ki postopoma izgubljajo 
barvo. 
 
Pri valovni dolžini 420 nm človeško oko zaznava prevladujočo rumeno barvo, pri 520 nm 
pa rdečo. Pogosto je vključena valovna dolžina 620 nm, pri kateri vidimo modro vijoličasto 
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Povprečne vrednosti intenzitete barve vzorcev filtriranih skozi laboratorijski filter papir so 
po opravljenih kvalitativnih testih primerljive. Minimalno odstopajo povprečne vrednosti 
kontrole, ki so v primerjavi s testom v inkubatorju nižje za 15,3 %. Standardni odklon 
podatkov je pri vseh kvalitativnih testih primerljiv.  
 
V primeru filtriranih vzorcev skozi filter papir z modrim trakom so vse vrednosti skoraj 
identične in pričakovano nižje od vrednosti filtriranih vzorcev skozi laboratorijski filter 
papir. Prav tako je tudi standardni odklon podatkov med testi skoraj identičen. 
 
Območje meritev znaša v primeru vzorcev, filtriranih skozi laboratorijski filter papir, od 
najmanjše intenzitete barve 1,64 pri vzorcu kontrole 18, do največje intenzitete barve 25,94 
pri vzorcu 39 po testu na zraku. V primeru filtriranih vzorcev skozi filter papir z modrim 
trakom je območje meritev od najmanjše intenzitete barve 1,40 prav tako pri vzorcu kontrole 
18, do največje intenzitete barve 19,93 pri vzorcu kontrola 39.  
 
Za izračun deleža (%) rdeče barve v posameznih vzorcih rdečega vina smo uporabili formulo 
7. Delež rdeče barve predstavlja proste in vezane antociane v obliki flavilijevega kationa. V 
primeru vzorcev, filtriranih skozi laboratorijski filter papir, smo največji delež rdeče barve 
izračunali pri vzorcu 49 in sicer v primeru kontrole, kjer je le-ta znašal 67 %, testa na zraku 
64 % in testa v inkubatorju 63 %. Intenziteto barve pa smo za vzorec 49 določili v primeru 
kontrole 11,98, testa na zraku 12,40 in testa v inkubatorju 12,58. Najmanjši delež rdeče barve 
smo izračunali pri vzorcu 57, ki je v primeru kontrole 23 %, testa na zraku in v inkubatorju 
pa 13 %. Intenziteta barve vzorca 57 je v primeru kontrole 5,02, testa na zraku 8,83 in testa 
v inkubatorju 9,12. 
 
V primeru filtriranih vzorcev skozi filter papir z modrim trakom smo največji delež rdeče 
barve prav tako izračunali pri vzorcu 49, le-ta je v primeru kontrole znašal 70 %, testa na 
zraku 69 % in testa v inkubatorju 68 %. Intenziteta barve vzorca 49 je v primeru kontrole 
9,72, testa na zraku 9,19 in testa v inkubatorju 9,87. Najmanjši delež rdeče barve smo določili 
pri vzorcu 10, le-ta je v primeru kontrole znašal 36 %, testa na zraku 35 % in testa v 
inkubatorju 34 %. Intenziteta barve vzorca 10 je v primeru kontrole 8,96, testa na zraku 
10,00 in testa v inkubatorju 9,57. 
 
4.2.1.4 Rezultati določanja tona barve vzorcev rdečih vin 
 
Ton barve nam prestavlja razmerje absorbance pri 420 nm in 520 nm. Barvo vzorcev rdečega 
vina smo določili po opisanem postopku na strani 56. 
 
V Prilogi F so predstavljeni vsi rezultati določanja barve vzorcev rdečega vina in izračuni 
tona barve. 
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Slika 14: Primerjava povprečnih vrednosti tona barve vzorcev rdečega vina (N = 28), filtriranih z 
laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b) po opravljenih kvalitativnih testih 
 
V primeru filtriranih vzorcev skozi laboratorijski filter papir so izračuni tona barve skoraj 
identični (slika 14). Najmanjše odstopanje je v primeru testa v inkubatorju. Standardni 
odklon podatkov je v primeru vseh testov enak. 
 
V primeru vzorcev, filtriranih skozi filter papir z modrim trakom, so vrednosti malenkost 
nižje in tudi zelo primerljive med seboj. Nekaj odstopanja je v primeru vzorcev po 
opravljenem testu v inkubatorju, kjer so vrednosti minimalno višje. Standardni odklon je 
tudi v tem primeru enak.  
 
4.2.2 Merjenje motnosti 
 
4.2.2.1 Rezultati merjenja motnosti vzorcev s turbidimetrom Milwaukee 
 
Motnost vzorcem belega, oranžnega in rdečega vina smo določili s turbidimetrično metodo, 
s turbidimetrom znamke Milwaukee Mi415, kjer smo pri vsakem vzorcu opravili pet 
ponovitev. Izmerjene vrednosti motnosti vzorcev smo podali z nefelometrično 
turbidimetrično enoto (NTU). 
 
Vzorce vina smo predhodno prefiltrirali skozi laboratorijski filter papir s premerom por 25 
µm in skozi filter papir z modrim trakom s premerom por 2 µm. Motnost smo izmerili ob 
času 0, ki nam predstavlja začetek kvalitativnih testov oz. kontrolo in po 72 urah po 
opravljenih kvalitativnih testih na zraku in v inkubatorju.  
 




















Povprečne vrednosti tona barve
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Slika 15: Primerjava povprečnih rezultatov določanja motnosti vzorcev belega, oranžnega in rdečega vina s 
turbidimetrom Milwaukee, po opravljenih kvalitativnih testih (legenda: a = laboratorijski filter papir, b = filter 
papir z modrim trakom) 
 
Motnost, usedlina in aktivnost mikroorganizmov v steklenici so posledica nepravilno 
izvedene stabilizacije vina. Za vino pravimo, da je mikrobiološko nestabilno, če vsebuje 
mikroorganizme, ki zaradi svojega razmnoževanja in presnove pretvorijo nekatere sestavine 
vina v povsem druge snovi. Tako vplivajo na kakovost in povzročajo motnost vina (Košmerl 
in Kač, 2009).  
 
Glede na izvor motnosti poznamo poleg mikrobiološke motnosti, ki se kaže kot motnost 
vina, prisotnost usedline v vzorcu, penjenje vzorca in sprememba barve, tudi beljakovinsko 
motnost, kovinsko motnost, fenolno motnost in kristalizacijo (Košmerl, 2017). 
 
Pri eksperimentu smo uporabili filtracijo za zmanjšanje motnosti vzorcev in posledično 
mikrobiološko stabilnost. Za odstranjevanje večjih delcev smo uporabili filter papir s 
premerom por 25 µm in za odstranjevanje finih trdnih delcev, kot so mikroorganizmi, filter 
papir s premerom por 2 µm. Povprečna velikost kvasovk je 4‒10 µm, kar pomeni, da smo 
jih lahko uspešno zadržali na filtru v primeru filtriranju skozi filter papir z modrim trakom. 
Povprečna velikost bakterij, tako MKB in OKB, je 0‒4 µm, kar pomeni, da premer por 2 µm 
morda ni dovolj učinkovit pri odstranitvi vseh bakterij.  
 
Na sliki 15 so predstavljene primerjave povprečnih rezultatov določanja vzorcev belega, 
oranžnega in rdečega vina s turbidimetrom Milwaukee. 
 
Najvišje povprečne vrednosti motnosti smo določili vzorcem filtriranih skozi laboratorijski 
filter papir po opravljenem testu na zraku. Največjo motnost so imeli vzorci rdečega vina, 
sledijo vzorci belega vina, medtem ko so imeli najmanjšo izmerjeno motnost vzorci 
oranžnega vina. Po istem vrstnem redu si sledijo vzorci po opravljenem testu v inkubatorju 
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Z uporabo filtra s premerom por 2 µm, smo želeli zmanjšati motnost, kar smo lahko dokazali 
tudi s samimi meritvami. Če primerjamo vzorce, filtrirane skozi laboratorijski filter papir in 
filter papir z modrim trakom po opravljenem testu na zraku, je motnost vzorcev rdečega vina 
v primeru filtriranja skozi filter papir z modrim trakom za kar 90 % manjša, kot pri vzorcih 
filtriranih skozi laboratorijski filter papir. Podobno lahko opazimo pri vzorcih oranžnega 
vina, kjer je motnost pri uporabi filtra z modrim trakom za 76 % manjša kor pri uporabi 
laboratorijskega filtra. Pri vzorcih belega vina se je motnost prav tako zmanjšala z uporabo 
filtra z modrim trakom in sicer za 82 % v primerjavi z uporabo laboratorijskega filtra.  
 
Motnost vina lahko glede na dobljene rezultate uspešno zmanjšamo z uporabo filtracije, kar 
je pomembno pri stabilizaciji vina, pri bistrosti vina in doseganju mikrobiološke stabilnosti. 
 
4.2.2.2 Rezultati merjenja motnosti vzorcev s turbidimetrom HACH 2100 AN 
 
Motnost vzorcem belega, oranžnega in rdečega vina smo določili s turbidimetrično metodo, 
s turbidimetrom znamke HACH 2100 AN, kjer smo pri vsakem vzorcu opravili tri ponovitve. 
Motnost smo odčitali po minuti merjenja. Izmerjene vrednosti motnosti vzorcev smo podali 
z nefelometrično turbidimetrično enoto (NTU). 
 
Vzorce vina smo predhodno prefiltrirali in določili motnost po opisanem postopku na strani 
59. 
 




Slika 16: Primerjava povprečnih rezultatov določanja motnosti vzorcev belega, oranžnega in rdečega vina s 
turbidimetrom HACH 2100 AN, po opravljenih kvalitativnih testih (legenda: a = laboratorijski filter papir, b = 
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Na sliki 16 so predstavljene primerjave povprečnih rezultatov določanja vzorcev belega, 
oranžnega in rdečega vina s turbidimetrom HACH 2100 AN. Največjo motnost smo določili 
vzorcem rdečega vina, tako s turbidimetrom Milwaukee, kot tudi s turbidimetrom HACH 
2100 AN in sicer po opravljenem testu na zraku. Sledijo vzorci belega vina in vzorci 
oranžnega vina. Meritve motnosti po opravljenem testu v inkubatorju so primerljive s testom 
na zraku, medtem ko so vrednosti ob kontroli malo nižje.  
 
Pri vseh vzorcih smo lahko zaznali višje izmerjene vrednosti s turbidimetrom Milwaukee, 
saj smo pri meritvah opravljenih s turbidimetrom HACH 2100 AN, zaznali nekaj odstopanja, 
katerega je največ pri vzorcih rdečega vina. Meritve motnosti vzorcev rdečega vina po testu 
na zraku, opravljene s turbidimetrom HACH 2100 AN, so povprečno za 50 % nižje, kot 
meritve motnosti opravljene s turbidimetrom Milwaukee. Približno isto si sledijo vzorci 
belega in oranžnega vina.  
 
Preglednica 9: Primerjava osnovnih statističnih parametrov rezultatov določanja motnosti vzorcev belega vina 
s turbidimetroma Milwaukee in HACH 2100 AN, filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter 
papirjem z modrim trakom (b) 
Turbidimeter Parameter 
Kvalitativni testi 
kontrola zrak inkubator 
a b a b a b 
Milwaukee 
s.o. 58,50 18,62 74,56 20,50 65,72 18,70 
min 
 
0,32 0,00 0,44 0,05 0,34 0,11 
max 230,40 94,60 249,00 98,00 255,80 94,80 
HACH 
s.o. 43,84 16,82 52,27 17,83 49,33 16,53 
min 
 
0,79 0,48 0,86 0,54 0,84 0,66 
max 174,33 86,20 179,33 87,53 200,33 84,77 
Legenda: s.o. = standardni odklon, min = najnižja vrednost, max = najvišja vrednost 
V preglednici 9 so predstavljeni osnovni statistični parametri rezultatov določanja motnosti 
vzorcev belega vina (N = 25). Območje meritev je znašalo med 0 NTU in 255,80 NTU. 
Najvišja povprečna izmerjena vrednost motnosti je bila 255,80 NTU, s turbidimetrom 
Milwaukee, ki smo jo izmerili vzorcu 42, filtriranemu skozi laboratorijski filter papir in po 
opravljenem testu v inkubatorju. Z uporabo filtra z modrim trakom smo vzorcu 42 zmanjšali 
motnost za 63 %. Prav tako smo s turbidimetrom HACH izmerili najvišjo povprečno motnost 
vzorcu 42, le da je bila izmerjena vrednost za 22 % nižja v primerjavi s turbidimetrom 
Milwaukee.  
 
Najnižja povprečna izmerjena vrednost motnosti je bila 0 NTU, s turbidimetrom Milwaukee, 
ki smo jo izmerili vzorcu 24, filtriranemu skozi filter papir z modrim trakom in ob meritvi 
kontrole. S turbidimetrom HACH smo dobili primerljive rezultate, prav tako pri vzorcu 24. 
 
Ustrezno motnost vzorcev belega vina, ki je 1‒1,15 NTU, smo določili 52 % vzorcem, skoraj 
vsem filtriranim skozi filter papir z modrim trakom in vsaj pri enem kvalitativnem testu. Do 
podobnih ugotovitev smo prišli z obema turbidimetroma.  
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Preglednica 10: Primerjava osnovnih statističnih parametrov rezultatov določanja motnosti vzorcev oranžnega 
vina s turbidimetroma Milwaukee in HACH 2100 AN, filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter 
papirjem z modrim trakom (b) 
Turbidimeter Parameter 
Kvalitativni testi 
kontrola zrak inkubator 
a b a b a b 
Milwaukee 
s.o. 8,27 3,42 16,61 6,62 10,69 6,08 
min 
 
15,46 1,66 16,95 3,03 17,05 3,16 
max 33,14 9,22 57,60 16,42 39,24 15,49 
HACH 
s.o. 7,07 2,96 10,93 5,58 8,77 5,32 
min 
 
11,93 1,77 13,80 3,30 14,50 3,82 
max 27,70 8,34 40,40 13,60 34,97 13,27 
Legenda: s.o. = standardni odklon, min = najnižja vrednost, max = najvišja vrednost 
V preglednici 10 so predstavljeni osnovni statistični parametri rezultatov določanja motnosti 
vzorcev oranžnega vina (N = 4). Območje meritev je znašalo med 1,6 NTU in 57,6 NTU.  
Najvišja povprečna izmerjena vrednost motnosti je bila 57,6 NTU, s turbidimetrom 
Milwaukee, ki smo jo izmerili vzorcu 52, filtriranemu skozi laboratorijski filter papir in po 
opravljenem testu na zraku. Z uporabo filtra z modrim trakom smo vzorcu 52 zmanjšali 
motnost za 77 %. Prav tako smo s turbidimetrom HACH izmerili najvišjo povprečno motnost 
vzorcu 52, le da je bila izmerjena vrednost za 30 % nižja v primerjavi s turbidimetrom 
Milwaukee.  
 
Najnižja povprečna izmerjena vrednost motnosti je bila 1,6 NTU, s turbidimetrom 
Milwaukee, ki smo jo izmerili vzorcu 54, filtriranemu skozi filter papir z modrim trakom in 
ob meritvi kontrole. S turbidimetrom HACH smo dobili primerljive rezultate, prav tako pri 
vzorcu 54. 
 
Preglednica 11: Primerjava osnovnih statističnih parametrov rezultatov določanja motnosti vzorcev rdečega 
vina s turbidimetroma Milwaukee in HACH 2100 AN, filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter 
papirjem z modrim trakom (b) 
Turbidimeter Parameter 
Kvalitativni testi 
kontrola zrak inkubator 
a b a b a b 
Milwaukee 
s.o. 177,89 14,90 244,90 17,11 228,30 17,89 
min 
 
0,00 0,00 0,00 0,06 0,00 0,35 
max 634,40 62,00 979,20 65,00 902,20 64,80 
HACH 
s.o. 137,09 9,90 167,94 12,12 157,94 12,26 
min 
 
0,43 0,33 0,38 0,57 0,34 0,48 
max 555,00 43,63 702,33 46,10 650,00 43,10 
Legenda: s.o. = standardni odklon, min = najnižja vrednost, max = najvišja vrednost 
V preglednici 11 so predstavljeni osnovni statistični parametri rezultatov določanja motnosti 
vzorcev rdečega vina (N = 28). Območje meritev je znašalo med 0 NTU in 979,20 NTU.  
 
Najvišja povprečna izmerjena vrednost motnosti je bila 979,20 NTU, s turbidimetrom 
Milwaukee, ki smo jo izmerili vzorcu 50, filtriranemu skozi laboratorijski filter papir in po 
opravljenem testu na zraku. Z uporabo filtra z modrim trakom smo vzorcu 50 zmanjšali 
motnost za 94 %. Prav tako smo s turbidimetrom HACH izmerili najvišjo povprečno motnost 
vzorcu 50, le da je bila izmerjena vrednost za 28 % nižja v primerjavi s turbidimetrom 
Milwaukee.  
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Najnižja povprečna izmerjena vrednost motnosti je bila 0 NTU, s turbidimetrom Milwaukee, 
ki smo jo izmerili vzorcema 36 in 38, filtriranima skozi laboratorijski filter papir in filter 
papir z modrim trakom pri vseh meritvah. S turbidimetrom HACH smo dobili primerljive 
rezultate, ampak le pri vzorcu 36. 
 
Ustrezno motnost vzorcev rdečega vina, ki je 2‒4 NTU, smo določili 46 % vzorcem, skoraj 
vsem filtriranim skozi filter papir z modrim trakom in vsaj pri enem kvalitativnem testu. Do 
podobnih ugotovitev smo prišli z obema turbidimetroma. 
 
4.3 REZULTATI FIZIKALNO-KEMIJSKE ANALIZE "WineScan" 
 
Analizo "WineScan" smo izvedli z namenom pridobitve osnovnih fizikalno-kemijskih 
parametrov vina. Vzorce smo brez prehodne priprave poslali na analizo. Rezultati analize so 
prikazani v preglednici 12. 
 
Preglednica 12: Prikaz rezultatov analize "WineScan" v vzorcih vina 
 Parameter 
Vz. ALK RS SK HK pH JabK MlecK CitrK VinK CO2 FC indeks 
 (vol.%) (g/L) (g/L) (g/L) (/) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mg/L) (/) 
1 12,82 5,08 5,68 0,48 3,38 1,78 0,00 0,19 1,70 774 6,07 
2 13,28 0,43 5,53 0,46 3,43 1,93 0,15 0,14 1,60 169 6,01 
3 13,27 0,54 5,52 0,45 3,43 2,00 0,14 0,13 1,55 164 5,80 
4 10,41 0,46 7,20 0,35 3,22 2,19 0,50 0,10 2,07 294 4,15 
5 10,45 0,79 5,99 0,41 3,26 1,08 0,57 0,10 2,17 340 6,03 
6 12,86 3,28 4,69 0,33 3,54 2,30 0,25 0,17 1,42 474 21,11 
7 10,65 0,40 5,52 0,49 3,48 0,69 1,13 0,15 1,96 338 29,24 
8 10,85 0,85 7,03 0,22 3,20 2,01 0,28 0,13 2,59 223 26,39 
9 11,51 0,94 6,73 0,23 3,21 2,13 0,19 0,12 2,30 179 15,46 
10 14,29 1,57 6,20 0,66 3,58 0,50 1,52 0,21 1,11 174 15,46 
11 12,08 1,04 7,23 2,35 3,48 0,93 0,81 0,04 1,17 77 10,70 
12 12,34 3,13 5,28 0,22 3,53 2,51 0,13 0,19 1,52 1036 2,20 
13 12,53 13,03 6,12 0,29 3,29 2,23 0,36 0,25 2,12 245 6,38 
14 12,48 10,56 5,89 0,58 3,37 2,08 0,08 0,28 1,98 840 5,06 
15 12,61 1,82 5,53 0,79 3,43 2,01 0,15 0,17 1,56 291 7,49 
16 11,21 1,21 6,42 0,22 3,32 2,48 0,26 0,12 1,94 313 13,42 
17 11,57 0,78 5,86 0,73 3,58 0,18 1,27 0,14 1,48 209 16,28 
18 8,69 0,93 6,03 0,32 3,30 0,37 1,19 0,09 2,48 416 6,24 
19 11,56 1,52 4,95 0,38 3,61 0,03 1,46 0,18 2,11 437 32,94 
20 12,58 1,43 6,07 0,25 3,38 2,20 0,16 0,17 1,68 241 29,42 
"se nadaljuje"  
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"nadaljevanje preglednice 12: Prikaz rezultatov "WineScan" v vzorcih vina" 
 
 Parameter 
Vz. ALK RS SK HK pH JabK MlecK CitrK VinK CO2 FC indeks 
 (vol.%) (g/L) (g/L) (g/L) (/) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mg/L) (/) 
21 12,67 1,61 4,93 0,34 3,43 1,98 0,16 0,18 1,63 245 6,85 
22 12,09 1,10 6,86 2,09 3,47 0,92 0,84 0,05 1,15 84 9,56 
23 12,72 1,34 5,62 0,26 3,28 2,33 0,22 0,19 1,69 280 5,33 
24 12,17 1,87 5,91 0,26 3,35 2,02 0,21 0,20 1,89 313 5,50 
25 10,91 0,93 7,73 0,23 3,19 2,90 0,22 0,20 2,49 115 0,97 
26 12,42 2,42 5,97 1,48 3,56 0,02 0,86 0,05 1,44 81 33,09 
27 10,70 1,73 5,57 0,50 3,33 0,12 0,84 0,10 2,35 270 29,26 
28 10,15 1,40 5,29 0,61 3,33 0,09 1,07 0,05 2,62 233 28,94 
29 13,56 1,78 5,57 0,76 3,56 0,06 1,35 0,14 1,87 104 58,26 
30 10,92 0,38 6,24 0,28 3,45 2,59 0,21 0,18 1,66 340 11,81 
31 11,98 0,61 6,00 1,71 3,25 0,11 0,79 0,05 1,81 174 6,89 
32 12,15 0,25 4,99 0,46 3,22 0,06 1,22 0,06 1,86 342 2,44 
33 11,81 0,99 4,27 0,70 3,58 0,00 2,05 0,14 0,83 182 7,98 
34 13,07 1,45 4,93 0,33 3,34 0,04 0,96 0,11 2,07 130 6,73 
35 12,09 0,53 5,45 0,90 3,22 0,12 1,08 0,05 1,84 147 4,38 
36 14,00 1,46 5,95 1,19 3,67 0,00 1,78 0,04 1,48 0 66,13 
37 12,88 1,38 4,75 0,58 3,68 0,12 1,17 0,05 1,57 222 50,08 
38 10,88 1,51 6,16 0,98 3,43 0,00 1,82 0,01 2,00 316 35,96 
39 12,95 3,21 7,33 0,79 3,39 0,33 1,80 0,25 1,24 44 61,65 
40 9,55 20,50 9,09 2,91 3,18 3,22 0,11 0,03 1,30 280 22,05 
41 12,20 0,53 5,37 1,25 3,25 0,06 0,79 0,00 1,73 226 7,49 
42 11,16 11,91 7,11 1,55 3,49 0,34 2,08 0,16 1,29 290 4,25 
43 12,82 6,65 4,64 0,26 3,18 1,65 0,22 0,11 1,77 1085 16,31 
44 13,72 1,53 3,84 0,63 3,98 0,55 2,21 0,00 1,54 670 54,21 
45 11,18 3,49 6,61 1,64 3,51 0,26 2,94 0,09 1,05 61 0,00 
46 10,98 0,83 5,35 1,13 3,60 0,11 1,25 0,05 2,12 203 38,89 
47 8,96 1,75 12,07 3,78 3,08 0,80 0,87 0,00 2,77 3 32,46 
48 11,45 1,08 5,57 0,90 3,47 0,01 1,87 0,00 1,48 676 18,17 
49 11,86 0,63 7,69 0,20 3,23 1,85 0,47 0,15 2,84 92 22,17 
50 10,08 0,45 5,97 0,48 3,25 0,06 1,28 0,02 2,37 890 10,37 
51 13,01 0,65 6,06 1,11 3,71 0,00 2,58 0,06 1,08 825 15,49 
"se nadaljuje"  
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"nadaljevanje preglednice 12: Prikaz rezultatov "WineScan" v vzorcih vina" 
 
 Parameter 
Vz. ALK RS SK HK pH JabK MlecK CitrK VinK CO2 FC indeks 
 (vol.%) (g/L) (g/L) (g/L) (/) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (mg/L) (/) 
52 12,03 0,87 5,88 1,06 3,63 0,00 2,08 0,07 1,44 919 19,11 
53 14,73 1,57 5,02 0,79 3,70 0,00 1,75 0,10 1,02 601 22,39 
54 14,30 1,43 5,05 0,87 3,70 0,00 1,98 0,10 1,17 691 28,91 
56 9,15 5,94 6,22 0,71 3,34 0,07 1,76 0,07 2,20 1261 14,27 
57 12,72 1,24 6,71 0,60 3,37 2,24 0,45 0,11 1,71 992 11,10 
58 9,03 6,94 6,21 0,70 3,34 0,01 1,71 0,09 2,31 1512 14,00 
 
Legenda: ALK = alkohol, RS = reducirajoči sladkorji, SK = skupne kisline, HK = hlapne kisline, JabK = 
jabolčna kislina, MlecK = mlečna kislina, CitrK = citronska kislina, VinK = vinska kislina, CO2 = topni CO2, 
Vz. = vzorec 
 
Iz preglednice 12 je razvidno, da so se povprečno izmerjene vrednosti alkohola v vzorcih 
vina gibale okoli 12 vol. %. Najpomembnejši alkohol v vinu je etanol, ki nastane kot 
posledica delovanja vrelnih kvasovk v času alkoholne fermentacije. Etanol daje vinu 
stabilnost, deluje kot topilo, senzorično pa doda svoj specifičen vonj ter okus. Splošno ovira 
rast in delovanje mikroorganizmov v vinu višja koncentracija alkohola, čeprav je kvasovka 
vrste Zygosaccharomyces bailii aktivna tudi v 18 vol. % alkohola v likerskih vinih (Malfeito-
Ferreita, 2014). 
 
Največjo vsebnost alkohola smo izmerili v vzorcu 53 (14,73 vol. %), medtem ko je bila 
najmanjša izmerjena vsebnost alkohola v vzorcu 18 (8,69 vol. %). Trdimo lahko, da je večina 
vzorcev vina glede na vsebnost alkohola srednje močna ali močna.  
 
Reducirajoči sladkorji v vinu so vsi sladkorji, ki imajo potencialne ketonske in aldehidne 
funkcionalne skupine in so produkti fotosinteze vinske trte. V vinu določamo heksozi 
(glukozo in fruktozo) in pentoze (arabinozo, ramnozo in ksilozo). Heksoze so v vinu glavni 
substrat za kvasovke pri AF, kot vir energije, za tvorbo etanola, višjih alkoholov, estrov 
maščobnih kislin in aldehidov. Rast in razmnoževanje mikroorganizmov v vinu ovirajo 
manjše koncentracije reducirajočih sladkorjev (Bavčar, 2013). Največja koncentracija 
reducirajočih sladkorjev je bila v vzorcu 40 (20,50 g/L), medtem ko smo vzorcu 32 izmerili 
najmanjšo koncentracijo in sicer 0,25 g/L. Glede na koncentracijo reducirajočih sladkorjev 
se mirna vina delijo na suha, polsuha, posladka in sladka vina. Naši vzorci se po tej delitvi 
glede na izmerjene vsebnosti reducirajočih sladkorjev, uvrščajo med suha vina, saj so v 
povprečju imeli izmerjene vsebnosti sladkorjev do 9 g/L. 
 
Kisline v vinu izražamo kot skupne kisline, hlapne in nehlapne kisline. Hlapne kisline so 
tiste, ki jih predestiliramo s parno destilacijo. Med njimi je najpomembnejša ocetna kislina, 
pa tudi mravljična in propionska. Nehlapne kisline so vinska, jabolčna, citronska in mlečna 
kislina. Skupne kisline so seštevek hlapnih in nehlapnih kislin. V vinu je njihova povprečna 
koncentracija 5,5 do 8,5 g/L. Bela vina vsebuje načeloma več skupnih kislin kot rdeča, izjemi 
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sta teran PTP in refošk. Skupne kisline imajo vpliv na vrednost pH. Z višjimi kislinami oz. 
nižjim pH lahko dosežemo ovirano razmnoževanje mikroorganizmov. 
 
Izmerjene vrednosti pH so se gibale okoli 3, večjih odstopanj ni bilo. V preglednici 12 lahko 
razberemo pričakovano inverzno korelacijo med skupnimi kislinami in vrednostjo pH. 
Največjo koncentracijo skupnih kislin smo izmerili vzorcu 47 (12,08 g/L), hkrati pa določili 
najmanjšo vrednost pH. Največja koncentracija hlapnih kislin je bila v vzorcu 47 (3,78 g/L), 
kar je lahko pokazatelj delovanja kvasovk ali bakterij. Vsebnost jabolčne kisline je pri vseh 
vzorcih povprečno znašala malo čez 2 g/L, kar pomeni, da je bila v pričakovanem območju 
0,5 do 4 g/L. Mikrobiološko je jabolčna kislina nestabilna, saj jo MKB spremenijo v mlečno 
kislino. Največjo vsebnost jabolčne kisline smo izmerili vzorcu 40 (3,22 g/L). Mlečne kisline 
je v vinu od 0 do 2,5 g/L, lahko pa tudi več, če je potekla JMKF. Največja vsebnost mlečne 
kisline je bila določena v vzorcu 45 (2,94 g/L), kjer smo identificirali tudi dve vrsti MKB 
Lactobacilus hilgardi in Lactobacillus casei. Vsebnosti vinske kisline so pri vzorcih znašale 
med 0,83 do 2,84 g/L. V vinu so povprečne koncentracije vinske kisline med 2 do 5 g/L. 
Vinska in jabolčna kislina skupaj dosegata 90 % vseh nehlapnih kislin. Mikroorganizmi v 
vinu je ne uporabljajo kot substrat. Je slabo topna, zato se izloča kot sol tartrat oz. vinski 
kamen (Bavčar, 2013). 
 
Povečano vsebnost raztopljenega CO2 smo zaznali pri vzorcu 58 (1512 mg/L), medtem ko 
je najnižja izmerjena vsebnost raztopljenega CO2 znašala 0 mg/L. 
 
Indeks FC podaja oceno vsebnosti fenolov. Vzorec 36 je imel glede na ostale vzorce 
povečano vrednost indeksa FC (66,13), medtem ko je indeks FC vzorca 45 znašal 0.
 
4.4 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
 
4.4.1 Analiza glavnih komponent (PCA) 
 
PCA model smo razvili s pomočjo programa SIMCA 14.1. Pri izgradnji modela smo 
upoštevali dobljeni prvi dve glavni komponenti ter rezultate prikazali z opisom variabilnosti 
sistema, točkovnim diagramom, diagramom prispevka za izbrane vzorce, težnostnim 
diagramom in korelacijsko matriko. 
 
4.4.1.1 Opis variabilnosti sistema 
 
S prvo glavno komponento smo opisali 29,3 % razpršenosti podatkov. Z drugo komponento 
smo opisali še 22,1 % preostale razpršenosti. S tem smo dobili model z opisom 51,4 % 
celotne razpršenosti, kar smo označili za soliden model. 
 
4.4.1.2 Točkovni diagram vzorcev vina 
 
Vzorce vina smo predstavili v točkovnem diagramu in jih obarvali glede na barvo vina, kar 
je predstavljeno na sliki 17. 
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Slika 17: Točkovni diagram vzorcev glede na barvo vina 
 
Iz slike 17 lahko razberemo, da so vzorci oranžnega vina blizu drug drugega in tvorijo 
skupino, torej lahko sklepamo, da so si glede na fizikalno-kemijske parametre podobni. S 
tem smo potrdili rezultate, ki smo jih pridobili z analizo "WSC".  
 
Med vzorci rdečega in belega vina na točkovnem diagramu ni jasne ločitve, obe območji se 
delno prekrivata. Lahko pa iz slike 17 razberemo vzorce, ki so si glede na fizikalno-kemijske 
lastnosti podobni. Ti vzorci so prikazani blizu drug drugega, kot sta npr. vzorca 4 (belo vino) 
in 8 (rdeče vino), kar lahko potrdimo tudi z opravljeno analizo "WSC", kjer se večina 
fizikalno-kemijskih parametrov ujema, izjema je ocena FC indeksa. Prav tako lahko iz 
diagrama razberemo vzorce, ki so si glede na fizikalno-kemijske lastnosti različni. Ti vzorci 
so prikazani daleč drug od drugega, kot sta npr. vzorca 9 in 36 (oba rdeče vino), kar se ujema 
z opravljeno analizo "WSC". S točkovnim diagramom prikažemo osnovna razmerja med 
vzorci, za podrobnejšo analizo in primerjavo vrednosti pa moramo vključiti tudi posamezne 
analize, v našem primeru analizo "WSC". 
 
V točkovnem diagramu smo prikazali tudi vzorce vina glede na identificirane 
mikroorganizme, kar je prikazano na sliki 18. Iz slike 18 lahko razberemo, da med vzorci 
glede na identificirane mikroorganizme ni jasne ločitve. Lahko pa tudi tu govorimo o 
podobnosti fizikalno-kemijski parametrov pri vzorcih, ki so blizu drug drugemu in 
različnosti pri oddaljenih vzorcih. Iz slike lahko prav tako razberemo, pri katerih vzorcih s 
podobnimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi smo identificirali iste vrste mikroorganizmov, 
kar lahko deloma trdimo za kvasovko vrste S. cerevisiae in pri mešani kulturi. Čeprav smo 
v vzorcu 17 in 18 identificirali kvasovke vrste D. bruxellensis, pa sta si vzorca po fizikalno-
kemijskih lastnostih različna, kar lahko razberemo iz slike 18. 
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Slika 18: Točkovni diagram vzorcev glede na identificirane mikroorganizme 
 
Znotraj elipse točkovnega diagrama so vzorci, ki so znotraj kontrolnih mej pri 95 % stopnji 
zaupanja in predstavljajo območje stabilnosti. Vzorca 40 in 47 predstavljata izredna dogodka 
(outlierja oziroma ubežnika), saj sta izven elipse, vzorec 44 pa se nahaja blizu kontrolne 
meje.Vzorci izven območja stabilnosti imajo močan vpliv na postavitev modela. S pomočjo 
diagrama prispevkov lahko opazujemo, kako se izbrani vzorec razlikuje od povprečja in s 
tem pojasnimo vzrok, zakaj je vzorec zunaj kontrolnih mej. K temu največ prispevajo 
parametri, ki so zunaj 99 % kontrolnih mej in so na diagramu prispevkov obarvani oranžno. 
 
4.4.1.3 Diagram prispevkov spremenljivk fizikalno-kemijskih parametrov vina 
 
S pomočjo diagrama prispevkov spremenljivk fizikalno-kemijskih parametrov vina 
opazujemo izbrani vzorec vina v primerjavi s povprečjem vseh vzorcev vin. 
 
Slika 19: Diagram prispevkov fizikalno-kemijskih parametrov vina za vzorec 40 
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Pri vzorcu 40, ki predstavlja izredni dogodek (outlier) na točkovnem diagramu, najbolj 
izstopajo visoke vsebnosti hlapnih kislin, skupnih kislin, jabolčne kisline ter reducirajočih 
sladkorjev (slika 19). Pri tem sta izven kontrolnih mej vrednosti za reducirajoče sladkorje in 
hlapne kisline, ki sta najverjetnejši razlog, da je vzorec "outlier". Kljub temu, da je 
odstopanje vrednosti parametra za skupne kisline in jabolčno kislino večje od odstopanja za 
reducirajoče sladkorje, odstopanje teh dveh parametrov ni zunaj kontrolnih mej, saj so 
kontrolne meje izračunane individualno, glede na prispevek parametra k prvima dvema 
glavnima komponentama. V vzorcu 40 smo identificirali kvasovke vrste 
Zygosaccharomyces bailii in Pichia manshurica. Število kvasovk je znašalo 3,0 x 103 
CFU/mL.  
 
Vzorec 40 odstopa za 700 % od povprečja v primeru vsebnosti reducirajočih sladkorjev, 
medtem ko v primeru vsebnosti hlapnih kislin odstopa za 250 %. Vsebnost reducirajočih 
sladkorjev v vzorcu 40 je za 700 % večja v primerjavi s povprečnimi vrednostmi 
reducirajočih sladkorjev vseh vzorcev, medtem ko je vsebnost hlapnih kislin večja za 260 % 




Slika 20: Diagram prispevkov fizikalno-kemijskih parametrov vina za vzorec 47 
 
Vzrok, da je vzorec 47 izven kontrolnih mej na točkovnem diagramu, je nadpovprečna 
vsebnost skupnih in hlapnih kislin (slika 20). Posledica tega je nizka vrednost pH, kar prav 
tako opazimo na diagramu. S tem smo potrdili rezultate, dobljene z analizo "WSC". 
Vsebnost skupnih kislin je v vzorcu 47 za 100 % večja v primerjavi s povprečnimi 
vrednostmi skupnih kislin vseh vzorcev, medtem ko je vsebnost hlapnih kislin večja za 
380 % v primerjavi s povprečnimi vrednostmi. Vrednost pH vzorca 47 je za 10 % manjša v 
primerjavi s povprečnimi vrednostmi pH vseh vzorcev, medtem ko je vsebnost alkohola 
manjša za 25 %. V vzorcu 47 smo identificirali kvasovko vrste Dekkera bruxellensis in vrsto 
MKB Oenococcus oeni. V vzorcu je bila koncentracija kvasovk 2,6 x 103 CFU/mL, 
koncentracija MKB pa 2,3 x 104 CFU/mL.  
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Slika 21: Diagram prispevkov fizikalno-kemijskih parametrov vina za vzorec 44 
 
Kljub temu, da je vzorec 44 še znotraj kontrolnih mej na točkovnem diagramu, pri vzorcu 
beležimo vrednost pH nadpovprečno visoko izven kontrolnih mej (slika 21). Vrednost pH je 
za 16 % večja v primerjavi s povprečnimi vrednostmi vseh vzorcev. To lahko potrdimo z 
analizo "WSC", kjer smo ravno pri tem vzorcu dobili najvišjo vrednost pH med vsemi 
analiziranimi vzorci. V vzorcu 44 smo identificirali kvasovko vrste Saccharomyces 
cerevisiae, vrsti MKB Oenococcus oeni in Lactobacillus hilgardi in vrsto OKB Acetobacter 
pasteurianus. Število kvasovk je znašalo 2,6 x 106 CFU/mL, število MKB je znašalo 1,2 x 
105 CFU/mL in število OKB je znašalo 6,0 x 102 CFU/mL. 
 
 
Slika 22: Diagram prispevkov fizikalno-kemijskih parametrov vina za vzorce z identificiranimi kvasovkami 
vrste Dekkera bruxellensis 
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Vzorce 4, 5, 17, 18, 35, 38, 41, 46, 56 in 58 smo združili v skupino, saj smo v teh vzorcih 
identificirali kvasovke vrste D. bruxellensis. Skupina vzorcev izkazuje podpovprečne 
vrednosti parametrov kot so: vsebnost alkohola, jabolčne kisline in vrednost pH, ter 
nadpovprečno vsebnost vinske kisline (slika 22). Ostali parametri so primerljivi s 
povprečjem vseh vzorcev. 
 
4.4.1.4 Težnostni diagram fizikalno-kemijskih parametrov vina 
 
Na sliki 23 so na težnostnem diagramu prikazani fizikalno-kemijski parametri vina in odnos 
med njimi. 
 
Slika 23: Težnostni diagram fizikalno-kemijskih parametrov vina 
 
Bolj kot so fizikalno-kemijski parametri vina oddaljeni od središča diagrama, večji vpliv 
imajo na model in s tem na ločevanje vzorcev med sabo. Iz diagrama lahko vidimo, da prvo 
glavno komponento najbolj definirajo vrednosti parametrov pH, mlečne kisline in jabolčne 
kisline, kar z analizo "WSC" ne moremo trditi, saj so razlike v vrednosti med vzorci 
minimalne. Z modelom, s katerim bi opisali še več razpršenosti kot smo jo s tem modelom 
(51,4 %), bi verjetno dobili boljše ujemanje z eksperimentalnimi podatki. Boljši model bi 
dobili z večjim številom vzorcev, ki bi bili raznoliki med sabo, in več analiziranimi 
parametri. Drugo glavno komponento v glavnem definirajo vrednosti parametrov hlapnih 
kislin, skupnih kislin in citronske kisline. Parameter vsebnost topnega CO2 je skoraj v 
središču diagrama, kar pomeni, da ta parameter malo vpliva na izgradnjo modela in 
ločevanje vzorcev vina med seboj.  
 
Parametra vrednosti jabolčne kisline in mlečne kisline sta prikazana diagonalno, skoraj isto 
oddaljena od središča diagrama, kar pomeni, da inverzno korelirata med seboj (ko vrednost 
jabolčne kisline narašča, vrednost mlečne kisline pada). Podobno, vendar manj izrazito velja 
tudi za naslednje pare parametrov: vrednosti pH in vinske kisline, vrednosti alkoholov in 
vinske kisline, ter druge.  
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
73 
4.4.1.5 Matrika korelacije med fizikalno-kemijskimi parametri vin 
 
S korelacijsko matriko lahko še podrobneje prikazujemo korelacijo med posameznimi 
fizikalno-kemijskimi parametri vina. Višja kot je absolutna vrednost, boljša korelacija med 
izbranimi spremenljivkami obstaja in bolj temno je obarvano polje v matriki. Pozitivna 
vrednost pomeni, da parametri pozitivno korelirajo med seboj, negativna vrednost pa 
pomeni, da obstaja inverzna korelacija med parametri. 
 
Iz slike 24 razberemo, da dobro pozitivno korelacijo izkazujejo naslednji pari (jakost 
korelacije nad 50 %): vsebnost skupnih in hlapnih kislin, vrednosti pH in mlečne kisline ter 
vrednosti pH in alkoholov.  
 
Dobro inverzno korelacijo izkazujejo naslednji pari (jakost korelacije nad 50 %): vrednosti 
jabolčne in mlečne kisline, vrednosti vinske kisline in alkoholov, vrednosti vinske kisline in 
pH, vrednosti citronske kisline in hlapnih kislin ter vrednosti skupnih kislin in pH 
 
 
Slika 24: Korelacija med posameznimi fizikalno-kemijskimi parametri vina 
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V magistrskem delu smo postavili tri hipoteze. Z dobljenimi rezultati eksperimentalnega 
dela lahko dve hipotezi potrdimo in eno le delno potrdimo. 
 
Hipoteza 1: predvidevamo, da prisotni mikroorganizmi povzročajo motnost in/ali usedlino 
v vinu. 
 
Večina vzorcev vin iz katerih smo izolirali različne vrste mikroorganizmov, je imela v 
primerjavi z vzorci iz katerih nismo izolirali mikroorganizmov, povečano motnost in pojav 
usedline, kar smo ocenili vizualno, zato lahko to hipotezo potrdimo. 
 
Hipoteza 2: pričakujemo korelacije med fizikalno-kemijskimi parametri in nestabilnostjo 
vino, ki je manjša pri nižjem pH, večji vsebnosti kislin, višji alkoholni stopnji, manjši 
koncentraciji reducirajočih sladkorjev in večji koncentraciji prostega SO2 
 
Korelacijo med fizikalno-kemijskimi parametri in nestabilnostjo vina smo delno potrdili, 
vendar ne pri vseh vzorcih vin. Kljub nižji vrednosti pH, večji vsebnosti kislin, višji 
alkoholni stopnji v nekaterih vzorcih, smo iz njih izolirali določene vrste mikroorganizmov. 
Prišli smo do ugotovitve, da vzorci vin s fizikalno-kemijskimi parametri, ki nakazujejo 
stabilno vino, lahko bili dober medij za rast mikroorganizmov, zato hipotezo le delno 
potrdimo.  
 
Hipoteza 3: pričakujemo, da bo v rdečih vinih večja pogostnost mikrobiološke nestabilnosti 
v primerjavi z belimi vini 
 
Hipotezo lahko potrdimo, saj smo vzorcem rdečega vina izmerili večje vrednosti motnosti z 
obema turbidimetroma, po opravljenih kvalitativnih testih, v primerjavi z vzorci belega vina. 
Kljub uporabi filtra z modrim trakom so bile izmerjene vrednosti motnosti vzorcev rdečega 
vina še vedno višje, kot vzorcev belega vina. Mikrobiološko nestabilnost vzorcev rdečega 
vina lahko potrdimo z večjo raznolikostjo vrst kvasovk, mlečnokislinskih bakterij in 
ocetnokislinskih bakterij, ki s svojim delovanjem vplivajo na stabilnost vina in povzročajo 
nezaželen kvar vina.  
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Pri pridelavi vina sodelujejo številne vrste mikroorganizmov. Kvasovke in bakterije imajo 
pomembno vlogo pri pridelavi vina, kot je kataliziranje hitre, popolne in učinkovite 
pretvorbe grozdnega sladkorja v etanol ter zmanjšanje kislosti vina, izboljšanje arome in 
okusa vina ter mikrobiološke stabilnosti vina. Medtem ko lahko pri kvasovkah in 
mlečnokislinskih bakterijah naštejemo tako pozitivne kot negativne vplive na vino, pa 
ocetnokislinske bakterije označimo le kot kvarljivce vina, saj nimajo pozitivnega prispevka 
h končnemu produktu. Zaradi rasti in metabolne aktivnosti različnih mikroorganizmov lahko 
postane vino med fermentacijo, stekleničenjem in skladiščenjem mikrobiološko nestabilno. 
V okviru magistrskega dela smo v vzorcih belega, rdečega in oranžnega vina z različnimi 
mikrobiološkimi analizami identificirali osem različnih vrst kvasovk, štiri različne vrste 
mlečnokislinskih bakterij in eno vrsto ocetnokislinskih bakterij. Njihovo prisotnost smo 
povezali z motnostjo vzorcev in koncentracijo mikroorganizmov. Največja koncentracija 
kvasovk in mlečnokislinskih bakterij je bila pri uporabljeni metodi štetja na ploščah, v 
vzorcih belega vina, medtem ko smo največjo koncentracijo ocetnokislinskih bakterij 
določili v oranžnem vinu. Z ATP bioluminiscenco smo določili koncentracijo živih 
mikroorganizmov in prišli do slabe korelacije med metodo štetja kolonij kvasovk in 
mlečnokislinskih bakterij na ploščah in metodo ATP bioluminiscence. Slaba korelacija je 
bila najverjetneje posledica vpliva matriksa živila, v našem primeru vina. Trdimo lahko, da 
prisotni mikroorganizmi povzročajo motnost in usedlino. Najvišje povprečne vrednosti 
motnosti smo določili vzorcem, filtriranih skozi filter papir s premerom por 25 µm, po 
opravljenem testu na zraku. Največjo motnost so imeli vzorci rdečega vina, sledijo vzorci 
belega vina, medtem ko so imeli najmanjšo izmerjeno motnost vzorci oranžnega vina. 
Ugotovili smo, da je pogostnost mikrobiološke nestabilnosti rdečih vin večja v primerjavi z 
belimi vini, saj smo vzorcem rdečega vina izmerili večje vrednosti motnosti. Na 
mikrobiološko nestabilnost vzorcev rdečega vina je vplivala tudi večja raznolikost vrst 
kvasovk, mlečnokislinskih bakterij in ocetnokislinskih bakterij. V sklopu eksperimenta smo 
izvedli tudi analizo "WSC" za določitev fizikalno-kemijskih parametrov, ki smo jih povezali 
z nestabilnostjo vina in določili delno korelacijo med fizikalno-kemijskimi parametri vina in 
nestabilnostjo. V nekaterih vzorcih smo kljub nižji vrednosti pH, večji vsebnosti kislin in 
višji alkoholni stopnji, izolirali določene vrste mikroorganizmov, ki povzročajo kvar vina. 
Za določitev mikrobiološke stabilnosti vina je potrebnih več različnih metod, kar se je 
izkazalo tudi v našem primeru, saj bi lahko glede na fizikalno-kemijske parametre določenih 
vzorcev trdili, da so vzorci mikrobiološko stabilni, vendar se je izkazalo ravno nasprotno. 
Vzorci vin s fizikalno-kemijskimi parametri, ki bi lahko nakazovali bolj stabilno vino, so 
bili kljub temu dober medij za rast mikroorganizmov. S spektrofotometrično metodo smo 
vzorcem vina določili intenziteto barve. V primeru vzorcev, filtriranih skozi filter papir s 
premerom por 25 µm, smo določili najvišje povprečne vrednosti po opravljenem 
kvalitativnem testu na zraku. Primerljive vrednosti smo določili po testu v inkubatorju. 
Sledili so kontrolni vzorci. V primeru vzorcev, filtriranih skozi filter papir s premerom por 
2 µm, smo določili najvišje povprečne vrednosti po opravljenem testu v inkubatorju. Sledile 
so povprečne vrednosti vzorcev po opravljenem testu na zraku. Najnižje vrednosti smo 
določili v primeru vzorcev pri kontroli. V magistrskem delu smo uporabili način prikaza 
podatkov z metodo glavnih komponent, kjer smo lahko delno potrdili rezultate, ki smo jih 
pridobili z analizo "WSC".  
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PRILOGA A: Umeritveni krivulji za izračun koncentracije kvasovk in MKB meritvi ATP 
bioluminiscence 
 




Priloga A2: Umeritvena krivulja za izračun koncentracije MKB pri meritvi ATP 
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PRILOGA B: Slike trdnih selektivnih gojišč YPD in MRS z izoliranimi čistimi kulturami 
različnih vrst mikroorganizmov 
 
  
Priloga B1: Slika trdnega selektivnega gojišča YPD, 
z izolirano čisto kulturo kvasovk vrste 
Saccharomyces cerevisiae 
Priloga B2: Slika trdnega selektivnega gojišča YPD, 
z izolirano čisto kulturo kvasovk vrste Dekkera 
bruxellensis 
  
Priloga B3: Slika trdnega selektivnega gojišča YPD, 
z izolirano čisto kulturo kvasovk vrste Pichia 
membranifaciens 
Priloga B4: Slika trdnega selektivnega gojišča YPD, 
z izolirano čisto kulturo kvasovk vrste Pichia 
manshurica 
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Priloga B5: Slika trdnega selektivnega gojišča YPD, 
z izolirano čisto kulturo kvasovk vrste Nakazawaea 
holstii 
Priloga B6: Slika trdnega selektivnega gojišča YPD, 
z izolirano čisto kulturo kvasovk vrste 
Saccharomyces paradoxus 
  
Priloga B7: Slika trdnega selektivnega gojišča YPD, 
z izolirano čisto kulturo kvasovk vrste 
Saccharomyces kudriavzevii 
Priloga B8: Slika trdnega selektivnega gojišča YPD, 
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Priloga B9: Slika trdnega selektivnega gojišča MRS, 
z izolirano čisto kulturo vrste MKB Lactobacillus 
casei 
Priloga B10: Slika trdnega selektivnega gojišča 




Priloga B11: Slika trdnega selektivnega gojišča 
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PRILOGA C: Mikroskopski posnetki različnih vrst mikroorganizmov 
 
Priloga C1: Mikroskopski posnetek kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae pri 1000 x povečavi 
 
 
Priloga C2: Mikroskopski posnetek kvasovk vrste Dekkera bruxellensis pri 1000 x povečavi 
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Priloga C3: Mikroskopski posnetek kvasovk vrste Saccharomyces kudriavzevii pri 1000 x povečavi 
 
 
Priloga C4: Mikroskopski posnetek kvasovk vrste Saccharomyces paradoxus pri 1000 x povečavi 
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Priloga C5: Mikroskopski posnetek kvasovk rodu Pichia pri 1000 x povečavi 
 
 
Priloga C6: Mikroskopski posnetek kvasovk vrste Zygosaccharomyces bailii pri 1000 x povečavi 
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Priloga C7: Mikroskopski posnetek mlečnokislinskih bakterij rodu Oenococcus pri 1000 x povečavi 
 
 
Priloga C8: Mikroskopski posnetek mlečnokislinskih bakterij rodu Lactobacillus pri 1000 x povečavi 
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PRILOGA D: Rezultati določanja barve vzorcev (vz.) belih vin pri valovni dolžini (λ) 420 
nm, filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b) 
po opravljenih kvalitativnih testih 
Intenziteta barve 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
λ 420 420 420 
Vz.    
1a 0,489 0,572 0,439 
1b 0,066 0,245 0,377 
2a 0,144 0,149 0,156 
2b 0,102 0,112 0,116 
3a 0,134 0,143 0,173 
3b 0,106 0,111 0,112 
4a 0,145 0,172 0,284 
4b 0,102 0,111 0,108 
5a 0,136 0,312 0,119 
5b 0,090 0,095 0,106 
11a 0,203 0,247 0,269 
11b 0,121 0,185 0,207 
12a 0,327 0,604 0,489 
12b 0,044 0,051 0,055 
13a 0,078 0,087 0,091 
13b 0,071 0,080 0,077 
14a 0,099 0,456 0,098 
14b 0,060 0,071 0,075 
15a 0,139 0,324 0,304 
15b 0,093 0,193 0,136 
21a 0,106 0,165 0,124 
21b 0,089 0,100 0,101 
22a 0,491 0,565 0,580 
22b 0,160 0,243 0,205 
23a 0,110 0,195 0,255 
23b 0,085 0,117 0,094 
24a 0,066 0,064 0,069 
24b 0,061 0,062 0,067 
25a 0,124 0,136 0,131 
25b 0,096 0,108 0,108 
31a 0,154 0,243 0,197 
31b 0,100 0,122 0,118 
    
    
    
Intenziteta barve 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
λ 420 420 420 
Vz.    
32a 0,117 0,109 0,125 
32b 0,107 0,108 0,115 
34a 0,085 0,087 0,095 
34b 0,077 0,076 0,083 
35a 0,265 0,301 0,293 
35b 0,096 0,112 0,112 
41a 0,201 0,149 0,176 
41b 0,111 0,093 0,093 
42a 0,969 0,980 1,033 
42b 0,474 0,490 0,478 
43a 0,618 0,724 0,704 
43b 0,090 0,104 0,094 
44a 0,966 1,128 1,233 
44b 0,378 0,505 0,535 
45a 0,474 0,583 0,540 
45b 0,104 0,130 0,121 
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PRILOGA E: Rezultati določanja barve vzorcev (vz.) oranžnih vin pri valovni dolžini (λ) 
420 nm, filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem, z modrim trakom 
(b) po opravljenih kvalitativnih testih 
Intenziteta barve  
 Kontrola Test na zraku Test v inkubatorju  
λ 420 420 420  
Vz.     
51a 0,635 0,759 0,800  
51b 0,385 0,524 0,538  
52a 0,658 0,839 0,791  
52b 0,373 0,536 0,575  
53a 0,814 0,934 0,979  
53b 0,442 0,586 0,631  
54a 0,650 0,700 0,732  
54b 0,491 0,568 0,621  
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PRILOGA F: Primerjava rezultatov določanja barve rdečih vin pri valovni dolžini (λ) 420 nm, 520 nm in 620 nm, filtiranih z 
laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b) po opravljenih kvalitativnih testih, ter izračuni intenzitete in 
tona barve 
DOLOČANJE BARVE 
 Kontrola Test na zraku Test v inkubatorju 
λ 420 520 620 Intenziteta Ton 420 520 620 Intenziteta Ton 420 520 620 Intenziteta Ton 
Št.vzorca                
6a 0,280 0,463 0,083 8,26 0,60 0,279 0,459 0,092 8,30 0,61 0,438 0,722 0,148 13,08 0,61 
6b 0,272 0,443 0,085 8,00 0,61 0,273 0,452 0,088 8,13 0,60 0,266 0,437 0,087 7,90 0,61 
7a 0,273 0,409 0,086 7,68 0,67 0,288 0,422 0,102 8,12 0,68 0,453 0,664 0,167 12,84 0,68 
7b 0,209 0,321 0,056 5,86 0,65 0,228 0,346 0,073 6,47 0,66 0,244 0,361 0,082 6,87 0,68 
8a 0,324 0,534 0,139 9,97 0,61 0,311 0,522 0,135 9,68 0,60 0,293 0,492 0,123 9,08 0,60 
8b 0,248 0,423 0,088 7,59 0,59 0,266 0,459 0,102 8,27 0,58 0,256 0,440 0,097 7,93 0,58 
9a 0,182 0,308 0,059 5,49 0,59 0,188 0,323 0,072 5,83 0,58 0,193 0,332 0,070 5,95 0,58 
9b 0,153 0,260 0,044 4,57 0,59 0,156 0,272 0,054 4,82 0,57 0,163 0,282 0,056 5,01 0,58 
10a 0,453 0,434 0,108 9,95 1,04 0,456 0,434 0,112 10,02 1,05 0,323 0,299 0,079 7,01 1,08 
10b 0,409 0,393 0,094 8,96 1,04 0,457 0,434 0,109 10,00 1,05 0,442 0,411 0,104 9,57 1,08 
16a 0,080 0,115 0,014 2,09 0,70 0,091 0,129 0,020 2,40 0,71 0,095 0,129 0,023 2,47 0,74 
16b 0,068 0,103 0,009 1,80 0,66 0,076 0,112 0,014 2,02 0,68 0,089 0,130 0,018 2,37 0,68 
17a 0,163 0,203 0,038 4,04 0,80 0,185 0,222 0,050 4,57 0,83 0,189 0,230 0,050 4,69 0,82 
17b 0,137 0,176 0,029 3,42 0,78 0,150 0,183 0,038 3,71 0,82 0,167 0,207 0,039 4,13 0,81 
18a 0,059 0,095 0,010 1,64 0,62 0,151 0,182 0,085 4,18 0,83 0,228 0,257 0,155 6,40 0,89 
18b 0,049 0,085 0,006 1,40 0,58 0,083 0,117 0,034 2,34 0,71 0,090 0,130 0,038 2,58 0,69 
19a 0,215 0,320 0,075 6,10 0,67 0,329 0,440 0,160 9,29 0,75 0,251 0,369 0,097 7,17 0,68 
19b 0,166 0,254 0,051 4,71 0,65 0,222 0,318 0,087 6,27 0,70 0,220 0,320 0,080 6,20 0,69 
"se nadaljuje"  
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"nadaljevanje priloge F: Primerjava rezultatov določanja barve rdečih vin pri valovni dolžini (λ) 420 nm, 520 nm in 620 nm, filtiranih z laboratorijskim filter 
papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b) po opravljenih kvalitativnih testih, ter izračuni intenzitete in tona barve" 
 
DOLOČANJE BARVE 
 Kontrola Test na zraku Test v inkubatorju 
λ 420 520 620 Intenziteta Ton 420 520 620 Intenziteta Ton 420 520 620 Intenziteta Ton 
Št.vzorca                
20a 0,291 0,461 0,082 8,34 0,63 0,350 0,553 0,112 10,15 0,63 0,374 0,577 0,129 10,80 0,65 
20b 0,269 0,431 0,073 7,73 0,62 0,287 0,456 0,087 8,30 0,63 0,317 0,499 0,093 9,09 0,64 
26a 0,274 0,330 0,080 6,84 0,83 0,339 0,406 0,096 8,41 0,83 0,286 0,342 0,074 7,02 0,84 
26b 0,253 0,306 0,074 6,33 0,83 0,308 0,371 0,083 7,62 0,83 0,269 0,322 0,068 6,59 0,84 
27a 0,199 0,239 0,050 4,88 0,83 0,252 0,305 0,059 6,16 0,83 0,184 0,222 0,039 4,45 0,83 
27b 0,242 0,293 0,063 5,98 0,83 0,252 0,306 0,057 6,15 0,82 0,223 0,269 0,046 5,38 0,83 
28a 0,434 0,512 0,129 10,75 0,85 0,630 0,733 0,186 15,49 0,86 0,459 0,526 0,132 11,17 0,87 
28b 0,375 0,449 0,107 9,31 0,84 0,122 0,541 0,457 11,20 0,23 0,388 0,452 0,099 9,39 0,86 
29a 0,481 0,537 0,129 11,47 0,90 0,566 0,630 0,147 13,43 0,90 0,458 0,505 0,112 10,75 0,91 
29b 0,379 0,423 0,100 9,02 0,90 0,492 0,550 0,123 11,65 0,89 0,453 0,499 0,108 10,60 0,91 
30a 0,144 0,184 0,044 3,72 0,78 0,179 0,225 0,054 4,58 0,80 0,142 0,181 0,035 3,58 0,78 
30b 0,115 0,147 0,033 2,95 0,78 0,149 0,196 0,034 3,79 0,76 0,115 0,150 0,021 2,86 0,77 
36a 0,436 0,456 0,114 10,06 0,96 0,450 0,454 0,114 10,18 0,99 0,524 0,517 0,130 11,71 1,01 
36b 0,469 0,498 0,126 10,93 0,94 0,487 0,496 0,125 11,08 0,98 0,501 0,501 0,127 11,29 1,00 
37a 0,387 0,564 0,117 10,68 0,69 0,409 0,586 0,121 11,16 0,70 0,429 0,607 0,125 11,61 0,71 
37b 0,365 0,535 0,106 10,06 0,68 0,328 0,471 0,091 8,90 0,70 0,393 0,560 0,110 10,63 0,70 
38a 0,259 0,395 0,076 7,30 0,66 0,285 0,410 0,082 7,77 0,70 0,288 0,404 0,081 7,73 0,71 
38b 0,234 0,363 0,068 6,65 0,64 0,266 0,385 0,074 7,25 0,69 0,263 0,372 0,071 7,06 0,71 
"se nadaljuje"  
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"nadaljevanje priloge F: Primerjava rezultatov določanja barve rdečih vin pri valovni dolžini (λ) 420 nm, 520 nm in 620 nm, filtiranih z laboratorijskim filter 
papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b) po opravljenih kvalitativnih testih, ter izračuni intenzitete in tona barve" 
 
DOLOČANJE BARVE 
 Kontrola Test na zraku Test v inkubatorju 
λ 420 520 620 Intenziteta Ton 420 520 620 Intenziteta Ton 420 520 620 Intenziteta Ton 
Št.vzorca                
39a 0,861 0,965 0,229 20,55 0,89 1,104 1,205 0,285 25,94 0,92 0,966 1,020 0,242 22,28 0,95 
39b 0,835 0,939 0,219 19,93 0,89 0,719 0,807 0,186 17,12 0,89 0,789 0,876 0,202 18,67 0,90 
40a 0,254 0,299 0,061 6,14 0,85 0,452 0,453 0,183 10,88 1,00 0,451 0,452 0,183 10,86 1,00 
40b 0,194 0,255 0,029 4,78 0,76 0,197 0,238 0,042 4,77 0,83 0,193 0,238 0,037 4,68 0,81 
46a 0,425 0,557 0,208 11,90 0,76 0,354 0,492 0,153 9,99 0,72 0,450 0,590 0,208 12,48 0,76 
46b 0,241 0,351 0,080 6,72 0,69 0,183 0,279 0,078 5,40 0,66 0,278 0,392 0,099 7,69 0,71 
47a 0,061 0,304 0,212 5,77 0,20 0,052 0,291 0,207 5,50 0,18 0,052 0,283 0,202 5,37 0,18 
47b 0,045 0,256 0,178 4,79 0,18 0,041 0,261 0,184 4,86 0,16 0,038 0,229 0,166 4,33 0,17 
48a 0,144 0,341 0,274 7,59 0,42 0,200 0,382 0,327 9,09 0,52 0,230 0,446 0,383 10,59 0,52 
48b 0,049 0,211 0,145 4,05 0,23 0,048 0,211 0,155 4,14 0,23 0,054 0,226 0,168 4,48 0,24 
49a 0,102 0,710 0,386 11,98 0,14 0,105 0,722 0,413 12,40 0,15 0,112 0,722 0,424 12,58 0,16 
49b 0,063 0,605 0,304 9,72 0,10 0,056 0,567 0,296 9,19 0,10 0,063 0,601 0,323 9,87 0,10 
50a 0,163 0,307 0,265 3,08 0,53 0,374 0,524 0,484 3,86 0,71 0,472 0,615 0,578 8,33 0,77 
50b 0,053 0,181 0,130 2,04 0,29 0,071 0,201 0,158 2,25 0,35 0,068 0,199 0,154 2,11 0,34 
56a 0,065 0,192 0,144 4,01 0,34 0,093 0,237 0,185 5,15 0,39 0,092 0,226 0,179 4,97 0,41 
56b 0,037 0,159 0,108 3,04 0,23 0,049 0,181 0,130 3,60 0,27 0,048 0,165 0,125 3,38 0,29 
57a 0,117 0,198 0,187 5,02 0,59 0,245 0,321 0,317 8,83 0,76 0,250 0,333 0,329 9,12 0,75 
57b 0,016 0,092 0,076 1,84 0,17 0,010 0,086 0,076 1,72 0,12 0,016 0,101 0,088 2,05 0,16 
58a 0,131 0,308 0,239 6,78 0,43 0,125 0,269 0,219 6,13 0,46 0,130 0,274 0,225 6,29 0,47 
58b 0,028 0,156 0,097 2,81 0,18 0,024 0,150 0,101 2,75 0,16 0,029 0,160 0,112 3,01 0,18 
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
PRILOGA G: Absorpcijski spektri vzorcev 
Priloga G1: Absorpcijski spekter kontrolnih vzorcev belega vina (21‒25), filtriranih skozi laboratorijski filter 
papir, v območju valovne dolžine 380 nm do 440 nm 
Priloga G2: Absorpcijski spekter kontrolnih vzorcev belega vina (21‒25), filtriranih skozi moder filter papir, 
v območju valovne dolžine 380 nm do 440 nm 
Priloga G3: Absorpcijski spekter kontrolnih vzorcev rdečega vina (16‒20), filtriranih skozi laboratorijski 
filter papir, v območju valovne dolžine 420 nm do 620 nm  
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
Priloga F4: Absorpcijski spekter kontrolnih vzorcev rdečega vina (16‒20), filtriranih skozi moder filter papir, 
v območju valovne dolžine 420 nm do 620 nm 
 
 
Priloga F5: Absorpcijski spekter kontrolnih vzorcev oranžnega vina (51‒54), filtriranih skozi laboratorijski 
filter papir, v območju valovne dolžine 380 nm do 440 nm 
 
Priloga F6: Absorpcijski spekter kontrolnih vzorcev oranžnega vina (51‒54), filtriranih skozi moder filter 
papir, v območju valovne dolžine 380 nm do 440 nm 
 
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
PRILOGA H: Primerjava rezultatov določanja motnosti vzorcev (vz.) s turbidimetrom 
Milwaukee, filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim 
trakom (b)
 Kvalitativni testi 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
1 98,00 4,92 105,00 4,08 83,00 17,35 
 98,00 4,76 102,00 4,20 84,00 16,21 
 98,00 4,57 102,00 4,31 84,00 16,29 
 97,00 4,77 100,00 5,41 84,00 15,98 
 98,00 4,55 102,00 4,09 82,00 16,30 
2 6,98 4,65 3,87 3,28 4,46 2,08 
 4,14 2,04 3,27 2,54 4,06 2,07 
 3,94 2,16 3,53 2,51 4,00 2,02 
 3,96 1,92 3,86 2,57 6,35 2,10 
 4,06 1,94 3,86 2,69 4,98 2,01 
3 4,06 2,99 5,93 4,83 5,65 3,50 
 5,88 2,89 5,76 4,05 6,55 2,92 
 5,61 2,93 5,61 4,05 5,11 3,59 
 5,60 2,86 5,41 4,12 5,11 2,88 
 5,74 2,88 5,55 5,69 4,91 2,96 
4 9,10 0,61 10,27 1,28 9,58 0,47 
 7,78 0,26 10,06 1,28 8,76 0,50 
 7,57 0,37 10,55 0,99 8,58 0,53 
 7,72 0,27 10,07 0,97 8,44 0,27 
 7,70 0,29 9,59 1,23 9,54 0,84 
5 12,39 0,93 26,07 5,03 65,00 0,75 
 9,88 0,38 26,14 4,67 65,00 0,69 
 10,52 0,30 26,76 5,29 70,00 0,89 
 9,91 0,20 24,84 4,48 67,00 0,74 
 10,13 0,26 27,51 4,41 57,00 0,75 
6 3,25 3,58 3,93 3,18 9,44 3,07 
 3,25 2,12 3,49 2,68 9,00 2,59 
 2,89 1,90 3,47 2,72 9,50 2,67 
 3,16 2,03 4,66 2,65 10,04 3,15 
 3,03 1,66 3,49 2,80 9,29 2,61 
7 42,97 8,91 77,00 16,98 93,00 11,94 
 41,80 8,91 75,00 16,28 92,00 12,07 
 41,16 8,22 77,00 15,80 93,00 11,87 
 41,05 7,17 75,00 15,27 92,00 11,78 
 40,77 7,41 77,00 15,61 93,00 12,01 
       
       
 Kvalitativni testi 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
8 112,00 6,55 71,00 9,31 62,00 8,60 
 108,00 6,49 72,00 8,96 71,00 8,47 
 105,00 6,47 71,00 8,97 66,00 8,55 
 102,00 6,47 71,00 9,02 64,00 8,64 
 99,00 6,42 70,00 9,02 66,00 8,71 
9 64,00 3,14 56,00 3,85 49,71 4,63 
 63,00 2,86 62,00 4,52 49,63 4,51 
 63,00 2,66 56,00 3,78 50,00 4,28 
 62,00 2,62 61,00 3,78 50,00 4,96 
 61,00 3,94 56,00 3,71 49,78 4,34 
10 7,30 0,06 9,74 3,18 7,32 0,90 
 7,10 0,06 9,32 2,59 6,97 0,76 
 6,99 0,00 8,68 2,25 6,93 1,29 
 7,19 0,12 8,34 3,59 6,98 1,13 
 6,96 0,02 8,51 2,32 6,89 0,49 
11 8,51 3,07 16,10 8,16 11,00 5,73 
 8,54 3,11 15,51 8,46 10,98 5,18 
 8,40 3,11 15,35 8,68 11,07 4,87 
 8,39 3,14 17,24 8,53 10,93 5,04 
 8,48 3,10 17,09 8,88 11,06 4,92 
12 6,08 0,94 247,00 46,80 22,21 11,44 
 5,59 0,53 256,00 45,52 21,80 10,54 
 5,58 0,70 250,00 44,89 22,10 10,94 
 5,88 0,57 245,00 46,79 21,12 11,63 
 5,85 0,58 247,00 45,01 24,96 13,10 
13 0,09 1,24 0,31 1,04 0,51 0,62 
 0,39 0,88 0,24 1,08 0,49 0,43 
 0,14 0,75 0,80 1,03 0,28 0,50 
 0,00 0,71 0,29 1,00 0,21 0,35 
 0,00 0,76 0,59 1,35 0,22 0,50 
14 11,35 1,02 65,00 5,33 6,68 1,38 
 11,66 1,19 66,00 4,89 8,23 1,38 
 10,59 1,32 64,00 5,16 6,69 1,50 
 11,25 0,98 65,00 5,05 6,72 1,83 
 10,97 0,98 65,00 5,40 6,82 1,30 
"se nadaljuje"
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
"nadaljevanje priloge H: Primerjava rezultatov določanja motnosti vzorcev (vz.) s turbidimetrom Milwaukee, 
filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b)"
 Kvalitativni testi 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
15 1,13 0,45 10,67 5,76 4,86 0,63 
 0,74 0,35 11,79 4,93 4,89 0,46 
 0,89 0,36 11,08 5,32 4,96 0,55 
 0,83 0,43 11,35 5,34 4,89 0,54 
 0,95 0,35 11,48 5,14 4,60 0,58 
16 14,31 2,71 20,30 5,78 41,78 22,90 
 14,14 2,70 19,27 5,31 40,48 23,07 
 14,11 2,76 19,35 5,60 40,00 22,84 
 14,16 2,70 19,25 5,39 40,40 23,32 
 14,17 2,67 19,28 5,43 40,33 22,88 
17 5,15 3,23 9,48 4,19 7,55 4,00 
 5,15 3,24 10,05 3,82 7,74 3,51 
 4,38 3,43 10,29 4,14 6,92 3,62 
 4,52 3,05 9,42 3,98 7,14 3,74 
 4,69 3,33 9,80 4,24 7,24 3,52 
18 11,72 5,50 32,32 14,31 26,17 11,12 
 11,10 5,14 32,12 13,98 26,43 10,72 
 10,92 5,10 30,50 14,64 25,89 10,77 
 10,94 5,11 32,07 13,23 25,94 10,81 
 10,92 5,11 31,04 12,75 25,06 10,73 
19 33,85 15,50 54,00 25,24 62,00 25,08 
 33,68 15,57 54,00 25,46 63,00 24,23 
 31,78 15,29 54,00 24,97 63,00 24,26 
 32,29 15,37 54,00 24,93 61,00 23,89 
 32,04 15,34 54,00 24,98 64,00 23,81 
20 4,64 1,29 22,22 1,85 22,52 2,81 
 4,66 1,27 21,93 1,80 23,12 2,88 
 4,38 1,32 21,02 1,86 23,07 2,80 
 3,74 1,36 21,61 1,79 22,88 2,72 
 4,41 1,16 21,03 1,72 21,62 2,69 
21 2,23 0,77 9,03 1,06 3,66 0,67 
 2,18 0,53 8,99 1,34 3,14 0,69 
 2,19 0,53 10,79 0,98 3,85 0,79 
 2,08 0,57 9,13 1,03 3,17 0,66 




 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
22 40,11 7,69 49,86 13,92 56,00 12,04 
 40,08 7,66 49,04 14,04 56,00 11,98 
 40,33 7,52 48,50 14,02 56,00 11,88 
 41,02 7,55 48,05 13,75 54,00 12,19 
 39,85 7,58 48,20 13,78 62,00 12,10 
23 7,37 3,77 18,73 10,83 29,52 3,55 
 6,98 3,61 18,37 10,70 29,49 3,50 
 6,97 3,76 18,32 10,72 29,40 3,18 
 6,88 3,60 18,48 10,96 29,09 3,36 
 5,38 3,81 18,35 10,52 28,38 3,47 
24 0,68 0,00 0,45 0,08 0,40 0,07 
 0,24 0,00 0,50 0,00 0,47 0,34 
 0,21 0,00 0,37 0,00 0,43 0,10 
 0,23 0,00 0,48 0,00 0,34 0,05 
 0,24 0,00 0,40 0,16 0,32 0,00 
25 3,46 1,07 7,31 2,40 4,00 1,72 
 3,56 1,04 6,65 2,54 4,07 1,74 
 3,38 1,08 5,74 3,35 3,96 1,72 
 3,58 0,98 8,12 2,26 3,69 1,83 
 3,53 0,99 7,56 2,39 3,49 1,91 
26 3,63 4,08 4,95 4,59 4,89 4,25 
 3,61 3,55 5,00 5,31 4,78 4,29 
 3,61 3,59 4,77 4,89 4,96 4,44 
 3,67 3,50 4,71 4,85 5,11 4,30 
 3,56 3,53 5,17 4,56 4,74 4,51 
27 2,44 0,36 4,12 2,02 3,05 1,65 
 2,37 0,49 4,04 2,42 2,85 1,84 
 2,59 0,47 4,03 2,29 3,26 1,91 
 2,52 0,46 4,08 2,12 2,72 2,15 
 2,49 0,55 4,15 2,06 2,86 2,14 
28 111,00 62,00 125,00 65,00 137,00 55,00 
 111,00 62,00 124,00 65,00 137,00 55,00 
 111,00 62,00 124,00 64,00 136,00 56,00 
 111,00 62,00 124,00 67,00 136,00 55,00 
 111,00 62,00 125,00 64,00 137,00 55,00 
"se nadaljuje" 
  
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
"nadaljevanje priloge H: Primerjava rezultatov določanja motnosti vzorcev (vz.) s turbidimetrom Milwaukee, 
filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b)"
Kvalitativni testi 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
29 3,43 2,88 6,95 3,67 4,14 3,01 
 3,45 2,93 5,36 3,65 3,95 3,77 
 3,46 2,53 5,30 3,57 4,00 3,39 
 3,43 2,75 5,28 3,77 3,98 3,09 
 3,43 2,72 5,35 3,55 4,04 2,98 
30 9,32 3,70 22,20 5,42 14,49 5,00 
 8,69 3,61 22,31 5,37 13,86 4,90 
 8,80 3,30 22,45 5,31 13,93 4,93 
 8,84 3,69 22,00 6,69 13,57 3,82 
 9,02 3,58 21,66 5,33 13,90 5,27 
31 7,35 0,26 15,28 1,23 9,86 0,75 
 6,35 0,40 15,74 1,02 9,52 0,89 
 6,75 0,23 14,99 2,00 9,50 1,05 
 6,49 0,24 14,07 1,08 8,93 1,15 
 6,52 0,31 15,57 0,99 8,88 1,63 
32 1,73 0,74 1,61 1,01 1,63 0,71 
 1,64 0,72 1,62 0,81 2,19 1,40 
 1,72 0,65 1,93 0,80 1,63 0,82 
 1,65 0,62 1,46 0,97 1,62 0,97 
 1,78 0,67 1,55 0,85 1,63 1,06 
33 8,50 5,36 11,86 6,32 11,73 7,01 
 8,60 5,32 11,76 6,27 11,63 6,30 
 8,56 5,36 11,84 6,12 11,58 6,38 
 8,34 5,34 11,94 6,16 11,68 6,28 
 8,46 5,40 11,84 6,18 11,59 7,72 
34 0,92 0,32 1,21 0,56 0,91 0,81 
 0,99 0,31 1,06 0,37 0,95 1,91 
 0,88 0,28 1,14 0,22 1,11 0,95 
 0,98 0,27 1,02 0,25 0,86 0,36 
 0,95 0,35 0,89 0,24 0,93 0,43 
35 31,90 0,67 30,69 1,60 29,47 0,95 
 32,09 0,69 29,15 1,56 29,74 1,06 
 32,12 0,66 29,87 1,63 28,96 1,09 
 31,64 0,68 29,79 1,69 29,06 1,09 
 31,67 0,67 29,99 1,64 28,90 1,40 
 
 
 Kvalitativni testi 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
36 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00 0,30 
 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,34 
 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 
 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 0,33 
 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,45 
37 3,23 1,23 3,06 0,93 3,15 3,15 
 3,19 1,16 3,11 0,99 3,63 2,60 
 3,16 1,13 3,18 0,96 3,32 2,71 
 3,09 1,32 3,07 0,89 4,82 2,75 
 3,18 1,08 3,01 0,88 3,20 2,66 
38 24,48 18,39 24,48 17,76 25,83 19,03 
 24,72 18,28 23,69 18,08 26,20 18,78 
 24,07 18,23 23,68 17,75 26,08 18,96 
 23,92 18,27 23,38 17,74 25,65 18,91 
 23,73 18,28 23,67 17,63 25,68 19,33 
39 0,00 0,00 0,00 3,57 0,00 6,23 
 0,00 0,00 0,00 3,45 0,00 6,16 
 0,00 0,00 0,00 3,40 0,00 6,16 
 0,00 0,00 0,00 3,44 0,00 6,50 
 0,00 0,00 0,00 3,46 0,00 6,40 
40 6,67 0,85 14,96 4,53 51,00 7,05 
 6,52 0,67 13,63 4,27 41,64 7,05 
 6,34 0,66 13,70 4,45 41,81 9,84 
 6,16 0,66 13,62 4,36 41,03 8,22 
 6,39 0,67 13,19 5,24 45,32 9,78 
41 2,16 1,92 3,95 1,45 3,23 2,09 
 2,28 1,00 3,06 1,11 2,79 2,07 
 2,14 0,76 2,88 0,93 2,79 4,76 
 2,01 0,92 2,89 0,91 2,79 1,91 
 2,15 0,75 3,15 0,95 2,91 2,31 
42 229,00 96,00 228,00 98,00 253,00 93,00 
 230,00 96,00 234,00 99,00 257,00 99,00 
 231,00 93,00 235,00 98,00 260,00 94,00 
 232,00 94,00 230,00 97,00 256,00 92,00 
 230,00 94,00 228,00 98,00 253,00 96,00 
"se nadaljuje"
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
"nadaljevanje priloge H: Primerjava rezultatov določanja motnosti vzorcev (vz.) s turbidimetrom Milwaukee, 
filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b)"
 Kvalitativni testi 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
43 147,00 6,32 154,00 8,28 152,00 7,79 
 143,00 6,20 154,00 8,28 152,00 8,56 
 141,00 6,24 155,00 8,16 149,00 7,56 
 140,00 6,20 154,00 8,12 153,00 7,56 
 136,00 6,23 155,00 8,26 148,00 7,60 
44 140,00 8,42 180,00 10,14 188,00 10,27 
 137,00 9,73 171,00 9,80 187,00 10,09 
 137,00 9,15 178,00 9,71 179,00 10,18 
 133,00 8,16 179,00 9,66 175,00 10,04 
 132,00 7,86 176,00 10,69 176,00 10,18 
45 81,00 2,16 105,00 3,47 96,00 3,06 
 80,00 2,24 104,00 3,36 97,00 2,71 
 80,00 2,24 103,00 3,41 96,00 2,67 
 79,00 2,12 103,00 3,30 100,00 2,90 
 79,00 2,14 105,00 3,35 96,00 2,68 
46 230,00 3,15 158,00 14,50 150,00 13,31 
 238,00 4,61 154,00 14,63 148,00 13,49 
 235,00 3,25 156,00 15,24 151,00 13,02 
 248,00 4,71 155,00 15,32 151,00 12,86 
 245,00 4,50 157,00 14,96 150,00 13,01 
47 64,00 19,94 19,41 10,08 21,99 11,20 
 62,00 20,41 20,56 9,92 21,89 10,78 
 62,00 19,72 22,53 10,27 23,98 10,26 
 62,00 19,64 19,32 9,93 21,32 10,54 
 62,00 19,93 18,99 9,92 21,28 10,72 
48 519,00 34,00 546,00 35,92 525,00 43,85 
 530,00 35,00 550,00 34,79 530,00 42,95 
 529,00 33,97 541,00 34,64 523,00 42,75 
 518,00 34,48 548,00 35,50 538,00 43,44 
 518,00 34,44 545,00 35,32 538,00 43,70 
49 198,00 16,10 116,00 17,07 132,00 21,12 
 186,00 15,75 117,00 17,00 132,00 20,02 
 184,00 15,59 116,00 17,16 131,00 25,87 
 184,00 15,05 117,00 16,57 134,00 19,86 
 182,00 14,76 117,00 16,82 133,00 19,85 
 
 
 Kvalitativni testi 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
50 642,00 43,68 970,00 58,00 886,00 55,00 
 631,00 43,33 988,00 60,00 898,00 55,00 
 629,00 42,63 968,00 55,00 917,00 55,00 
 642,00 43,20 997,00 56,00 910,00 55,00 
 628,00 42,04 973,00 54,00 900,00 55,00 
51 26,59 9,32 37,12 15,77 38,81 15,14 
 25,91 8,94 38,47 16,11 37,35 15,15 
 26,27 9,80 37,08 16,59 37,12 16,84 
 26,14 9,07 37,67 16,82 38,03 15,25 
 26,04 8,99 37,13 16,82 36,86 15,07 
52 33,45 5,59 55,00 13,01 39,75 12,11 
 33,42 5,58 55,00 13,01 39,15 14,26 
 33,08 5,55 56,00 13,06 39,33 12,21 
 32,85 5,50 61,00 12,56 38,85 13,23 
 32,91 5,55 61,00 12,69 39,13 12,57 
53 33,01 2,56 37,00 3,85 41,00 3,94 
 32,59 2,61 34,00 3,87 40,30 5,03 
 32,04 2,49 38,00 4,10 30,18 5,33 
 32,78 2,47 34,00 3,88 39,67 5,23 
 33,55 2,51 37,77 3,86 40,42 3,26 
54 15,38 1,54 16,10 2,75 16,46 3,00 
 15,48 1,65 17,08 2,89 18,01 3,34 
 15,35 1,55 17,57 3,34 16,89 3,07 
 15,59 2,05 17,14 2,82 16,42 3,41 
 15,52 1,52 16,84 3,37 17,48 2,97 
56 95,00 27,72 128,00 47,32 142,00 64,00 
 93,00 27,67 130,00 47,86 140,00 65,00 
 93,00 27,73 128,00 46,59 139,00 67,00 
 93,00 27,63 129,00 47,32 139,00 63,00 
 93,00 27,84 128,00 48,35 142,00 65,00 
57 574,00 9,32 817,00 6,25 775,00 6,28 
 567,00 8,94 817,00 6,13 779,00 6,34 
 567,00 9,80 799,00 6,03 768,00 6,44 
 558,00 9,07 813,00 6,00 755,00 6,43 
 564,00 8,99 836,00 6,06 774,00 6,40 
"se nadaljuje"
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
"nadaljevanje priloge H: Primerjava rezultatov določanja motnosti vzorcev (vz.) s turbidimetrom Milwaukee, 
filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b)"
 Kvalitativni testi 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
58 163,00 4,44 241,00 8,76 225,00 9,51 
 162,00 4,43 240,00 8,87 224,00 9,54 
 162,00 4,45 239,00 9,03 222,00 9,36 
 160,00 4,31 242,00 9,76 219,00 9,40 
 160,00 4,54 235,00 8,76 219,00 9,27 
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
PRILOGA I: Primerjava rezultatov določanja motnosti vzorcev (vz.) s turbidimetrom 2100 
HACH AN, filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim 
trakom (b)
Kvalitativni testi 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
1 39,10 2,96 76,10 4,62 61,40 13,70 
 39,00 2,82 74,20 4,59 60,60 13,60 
 39,00 2,85 73,00 4,57 60,50 13,40 
2 5,47 2,83 4,70 6,38 4,90 3,31 
 4,35 2,76 4,62 6,30 4,83 3,12 
 4,29 2,73 4,50 6,22 4,83 3,13 
3 5,01 4,20 5,92 5,20 5,61 4,17 
 4,61 4,14 5,86 5,05 5,43 4,22 
 4,57 4,10 5,89 5,14 5,38 4,24 
4 7,38 1,20 10,30 2,17 8,83 1,67 
 6,42 1,06 9,25 2,13 8,57 1,73 
 6,49 1,02 9,14 2,01 8,73 1,65 
5 8,15 1,27 24,70 5,45 52,20 1,67 
 7,39 1,01 23,70 5,43 51,20 1,73 
 7,55 1,00 23,20 5,65 50,80 1,65 
6 3,04 1,88 2,49 2,21 6,81 2,38 
 1,83 1,60 2,44 2,16 6,66 2,36 
 1,84 1,57 2,42 2,18 6,85 2,35 
7 24,10 5,16 42,40 9,05 53,80 8,04 
 23,50 5,00 41,80 9,27 53,10 7,84 
 23,40 5,05 41,80 7,82 52,30 7,95 
8 36,00 4,46 40,40 6,02 41,50 6,17 
 35,70 4,36 40,80 5,70 41,10 6,07 
 35,00 4,41 40,30 5,73 41,10 6,03 
9 28,50 2,14 37,00 3,78 33,60 3,84 
 28,30 2,05 36,60 3,82 33,20 3,69 
 27,90 2,09 36,40 3,52 33,30 3,67 
10 3,28 1,06 5,55 2,08 4,84 1,43 
 2,93 1,03 5,27 2,04 4,44 1,28 
 2,89 1,01 5,10 1,96 4,50 1,14 
11 7,22 3,54 12,70 8,12 8,96 4,60 
 7,27 3,50 12,80 7,90 8,85 4,55 








 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
12 5,64 1,21 157,00 37,50 16,40 8,02 
 5,13 1,12 159,00 37,50 15,90 7,95 
 5,14 1,14 157,00 37,40 16,00 7,82 
13 0,79 2,06 0,86 1,86 0,86 1,20 
 0,77 1,97 0,86 1,82 0,82 1,19 
 0,81 1,92 0,85 1,82 0,85 1,17 
14 9,35 1,78 47,20 4,18 5,02 1,58 
 9,43 1,70 46,10 4,22 5,02 1,44 
 9,35 1,73 45,30 4,08 4,93 1,48 
15 1,94 1,26 9,05 4,89 5,22 1,35 
 1,92 1,23 9,22 5,05 5,20 1,32 
 2,01 1,22 8,32 4,89 5,17 1,35 
16 9,84 2,81 12,30 4,46 28,60 17,70 
 9,78 2,73 12,30 4,41 28,60 17,80 
 9,79 2,80 12,20 4,44 28,50 17,60 
17 4,14 2,96 6,26 3,20 5,32 3,08 
 3,96 2,86 6,23 3,18 5,08 3,33 
 3,89 2,86 6,14 3,08 5,04 3,09 
18 9,96 5,21 23,10 10,50 20,30 9,58 
 9,88 5,32 21,10 9,72 20,00 9,52 
 9,82 5,22 21,20 8,74 19,80 9,56 
19 20,30 10,10 33,20 15,20 36,60 15,30 
 20,30 10,10 33,00 15,20 36,70 15,30 
 20,20 10,00 32,90 15,10 36,20 15,10 
20 3,38 1,40 13,40 1,70 14,30 2,57 
 3,36 1,56 12,90 1,70 14,30 2,54 
 3,39 1,39 12,60 1,66 13,90 2,55 
21 2,79 1,19 8,02 1,39 3,95 1,70 
 3,60 1,26 7,71 1,39 4,11 1,49 
 3,44 1,24 7,78 1,38 3,84 1,39 
22 29,50 6,51 35,20 11,30 43,10 10,20 
 29,40 6,38 36,10 11,10 43,00 10,10 
 29,50 6,41 34,80 10,60 42,60 10,10 
"se nadaljuje"
Krivec A. Mikrobiološka stabilnost vina. 
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"nadaljevanje priloge I: Primerjava rezultatov določanja motnosti vzorcev (vz.) s turbidimetrom 2100 HACH 
AN, filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b)"
 
Kvalitativni testi 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
23 6,44 4,44 14,10 8,47 24,80 4,53 
 7,59 4,37 13,90 8,60 24,70 4,49 
 8,53 4,36 13,90 8,63 24,20 4,50 
24 1,12 0,51 0,92 0,54 1,02 0,67 
 1,00 0,47 0,95 0,56 1,05 0,67 
 1,00 0,45 0,91 0,52 1,00 0,65 
25 4,24 2,20 6,85 3,53 4,78 2,79 
 4,12 2,19 6,74 3,29 4,69 2,82 
 4,13 2,11 6,58 3,25 4,57 2,80 
26 2,95 2,95 3,85 3,85 3,70 3,54 
 2,87 2,89 3,81 3,86 3,77 3,47 
 2,86 2,90 3,78 3,85 3,72 3,43 
27 2,26 0,83 3,45 2,12 2,70 2,14 
 2,23 0,73 3,47 1,95 2,65 2,10 
 2,21 0,75 3,60 2,32 2,55 2,01 
28 74,30 43,70 83,90 46,10 92,60 43,10 
 74,90 43,60 83,20 46,20 92,10 43,00 
 74,70 43,60 83,00 46,00 92,40 43,20 
29 2,73 2,33 4,09 2,96 3,05 2,63 
 2,69 2,30 3,91 2,91 3,02 2,55 
 2,69 2,30 3,87 2,93 3,02 2,51 
30 6,56 3,19 15,90 4,75 9,69 4,44 
 6,43 3,16 15,80 4,75 9,72 4,35 
 6,44 3,18 15,40 4,63 9,70 4,29 
31 5,97 0,70 11,30 1,57 6,54 1,23 
 6,06 0,71 11,00 1,56 6,28 1,18 
 6,11 0,66 11,50 1,53 6,33 1,18 
32 2,12 1,24 1,55 1,29 2,04 1,30 
 2,00 1,18 1,49 1,18 2,17 1,27 
 1,98 1,17 1,50 1,13 1,90 1,28 
33 9,75 6,89 12,20 8,03 12,70 8,09 
 9,70 6,93 12,10 8,03 12,60 7,93 
 9,71 6,82 12,10 7,99 12,60 7,95 
34 1,43 1,00 1,43 0,87 1,58 0,98 
 1,46 0,90 1,54 0,83 1,65 0,92 






 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
35 25,50 1,37 27,20 2,80 27,40 1,89 
 25,60 1,16 27,00 2,89 27,10 1,80 
 25,60 1,13 27,10 2,86 27,00 1,78 
36 1,76 0,34 0,39 0,66 0,41 0,47 
 1,05 0,31 0,39 0,53 0,30 0,48 
 0,99 0,35 0,36 0,54 0,32 0,48 
37 2,15 1,02 2,40 1,05 2,45 1,83 
 2,10 1,00 2,32 1,03 2,40 1,75 
 2,12 1,04 2,34 1,01 2,39 1,74 
38 15,4 12,0 15,7 11,8 16,6 12,4 
 15,3 12,0 15,5 11,8 16,8 12,4 
 15,5 12,0 15,5 11,7 16,8 12,6 
39 0,49 1,11 0,40 2,73 0,49 4,74 
 0,40 1,07 0,37 2,68 0,47 4,69 
 0,40 1,07 0,39 2,66 0,47 4,68 
40 4,35 0,91 9,27 3,33 25,90 6,08 
 4,34 0,88 8,90 3,35 25,90 5,71 
 4,37 0,89 8,71 3,32 25,80 5,12 
41 3,41 2,49 4,84 2,24 3,67 2,56 
 3,20 2,30 4,40 2,46 3,64 2,22 
 2,38 2,14 4,41 2,12 3,70 2,17 
42 174,00 86,10 178,00 87,00 200,00 84,00 
 175,00 86,70 180,00 88,30 200,00 85,30 
 174,00 85,80 180,00 87,30 201,00 85,00 
43 123,00 7,80 126,00 10,10 125,00 10,00 
 120,00 7,69 126,00 10,00 126,00 10,10 
 120,00 7,68 125,00 10,20 125,00 10,20 
44 97,60 7,04 111,00 8,68 114,00 9,14 
 96,80 6,99 111,00 8,75 113,00 9,00 
 96,30 6,90 107,00 8,70 112,00 8,64 
45 67,50 3,52 81,60 4,01 78,40 2,99 
 66,80 3,10 82,10 3,94 76,80 2,91 
 66,50 3,06 80,80 3,85 77,20 2,99 
46 111,00 2,68 91,40 12,70 76,00 9,26 
 110,00 2,69 91,10 12,70 76,00 9,66 
 110,00 2,51 90,90 12,80 76,50 9,28 
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"nadaljevanje priloge I: Primerjava rezultatov določanja motnosti vzorcev (vz.) s turbidimetrom 2100 HACH 
AN, filtriranih z laboratorijskim filter papirjem (a) in filter papirjem z modrim trakom (b)"
 
Kvalitativni testi 
 Kontrola Test na zraku Test v ink. 
Vz. a b a b a b 
47 43,80 15,70 13,20 8,03 15,40 7,85 
 43,10 15,60 13,50 8,08 15,40 7,77 
 42,90 15,60 13,90 8,10 15,50 7,85 
48 318,00 19,20 324,00 24,60 326,00 29,10 
 316,00 19,30 325,00 24,60 323,00 28,60 
 315,00 19,30 321,00 24,70 322,00 28,70 
49 106,00 10,50 71,40 11,80 83,10 14,40 
 102,00 10,20 70,70 11,80 82,70 14,30 
 104,00 10,00 71,30 12,00 82,80 14,10 
50 555,00 26,30 713,00 40,20 655,00 39,20 
 555,00 26,60 697,00 40,00 648,00 39,90 
 555,00 26,30 697,00 40,10 647,00 40,30 
51 20,10 8,27 27,00 13,60 29,70 13,40 
 19,80 8,41 27,00 13,50 29,80 13,30 
 20,00 8,33 26,60 13,50 29,80 13,10 
52 27,80 6,28 40,10 13,70 35,10 13,40 
 27,60 6,21 40,50 13,80 34,90 13,00 
 27,70 6,27 40,60 13,30 34,90 13,00 
53 25,70 3,32 29,60 4,56 28,80 4,20 
 25,50 3,19 29,30 4,72 29,30 4,10 
 25,90 3,10 29,50 4,50 28,50 4,20 
54 12,30 1,78 13,70 3,35 14,60 4,14 
 11,70 1,76 13,80 3,34 14,40 4,03 
 11,80 1,77 13,90 3,20 14,50 3,30 
56 61,60 21,70 82,30 36,20 87,00 40,20 
 61,10 21,90 82,50 36,60 87,00 40,10 
 61,20 21,20 81,90 36,30 86,20 40,60 
57 440,00 4,05 551,00 6,17 526,00 5,82 
 436,00 4,02 551,00 6,23 528,00 6,05 
 436,00 4,04 550,00 6,14 529,00 6,15 
58 102,00 4,05 137,00 6,66 132,00 8,78 
 107,00 4,01 135,00 6,66 133,00 8,73 
 108,00 3,95 133,00 6,60 132,00 8,64 
 
